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RESUMO

As embalagens ativas sdo destinadas a prolongar a vida de prateleira dos alimentos
embalados e preservar a sua qualidade, sendo importante considerar a matéria-prima
selecionada para sua producdo. E possivel incorporar compostos bioativos nos filmes de
quitosana, como antioxidantes naturais, formando um material com potencial para ser
aplicado como embalagem ativa. O presente trabalho teve como objetivo adicionar
antioxidantes naturais, extraidos de residuos agroindustriais da acerola, em filmes
preparados a base de quitosana com potencial aplicacdo como embalagens ativas de
alimentos. Um delineamento central de composto rotacional (DCCR) foi utilizadocom um
modelo de ordem (2%) contendo 6 pontos axiais(1,68) e 3 pontos centrais, totalizando 17
amostras. A partir desses ensaios, em que todos possibilitaram a formacdo de filmes, foi
escolhida a melhor formulacdo de 1,32% de quitosana, 20mL do extrato do residuo
agroindustrial da acerola e 0,2% do plastificante para ser conduzida aos testes. Foi
desenvolvido um filme caracterizado pela facilidade ao manuseio, por propriedades de
barreiraa luz, um forte potencial de sequestro do DPPH (maior que 80%) e suas propriedades
mecanicas apresentaram valores de Tr= 20,54+1,07MPa, er- 9,11+0,13% e E=
445,52+2,33MPa. Os filmes desenvolvidos apresentaram caracteristicas valiosas para a
preservacdo do alimento, sendo necessarios novos estudos para conhecer seu comportamento
guando aplicado a algum alimento.

Palavras-chave: biopolimeros, quitosana, antioxidante, embalagem ativa



ABSTRACT

Active packaging is designed to extend the shelf life of packaged foods and preserving its
quality, it is important to consider the raw material selected for its production. It is possible
to incorporate bioactive compounds on chitosan films, such as natural antioxidants, forming
a potential material to be applied as active packaging. This study aimed to add natural
antioxidants from agroindustrial waste of acerola, films prepared in the chitosan base with
potential application as active food packaging. A central design rotational compound
(CCRD) was utilizadocom a model of order (23) containing 6 axial points (1.68) and three
central points, totaling 17 samples. From these tests, all of which enabled the formation of
films, was chosen as the best formulation of 1.32% chitosan, 20 ml of the agroindustrial
residue acerola extract and 0.2% of plasticizer for tests to be conducted. It developed a film
characterized by easy to handle, for light barrier properties, a strong potential for
sequestration of DPPH (greater than 80%) and mechanical properties showed values TR =
20.54 £ 1,07MPa, eER=9 11 £0.13% and E = 445.52 + 2,33MPa. Developed films presented
valuable features for the preservation of food, requiring new studies to understand their
behavior when applied to some food.

Keywords: biopolymers, chitosan, antioxidant, active packaging
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1. INTRODUCAO

Diversos alimentos sdo suscetiveis a deterioracao, principalmente pelo mecanismo
da oxidacdo lipidica (IGLESIAS et al., 2012; BABBAR et al.,, 2011; BREWER,
2011;SOUZA et al., 2011), tais como, carne bovina, peito de frango (MIN, CORDRAY,
AHN, 2011) e produtos derivados da carne (HUGO e HUGO, 2015), sardinha (GOMEZ-
ESTACA et al., 2014), que pode conduzir a perda de qualidade sensorial e valor nutricional
dos alimentos, além da producio de aldeidos toxicos (GOMEZ-ESTACA et al., 2014;
SAMPAIO et al., 2012; BABBAR et al., 2011; SUN-WATERHOUSE et al., 2011). Por essa
razdo, existe o interesse em inibir o mecanismo de oxidacdo e o desenvolvimento de
materiais de protecdo que retardem ou inibam essa alteracdosendo uma alternativa para a
preservacdo do alimento (REALINI e MARCQOS, 2014).

As embalagens ativas, enriquecidas com substancias antioxidantes, s&o
desenvolvidas para interagir de forma desejavel com o produto, ou seja, agregando valores
nutricionais, melhorando sua seguranca e propriedades organolépticas e alterando as
condicdes de acondicionamento para estender sua vida comercial (LI et al., 2014; SOUZA
etal., 2011).

Aaplicacdo de antioxidantes ao produto ou a algum produto que o envolva, mostra
ser uma estratégia de inibicdo dessa reacdo (LI et al., 2014; LUPO et al., 2014;
WATERHOUSE et al., 2014; JAYASINGHE et al., 2013). Referente a atencdo dada a
seguranca do produto destinado ao consumo, antioxidantes sintéticos, tais como o
butilhidroxitolueno (BHT) e o butilhidroxianisol (BHA), tém seu uso restrito devido a
possiveis efeitos cancerigenos, despertando cada vez mais o interesse por aditivos de fontes
naturais, como por exemplo, os terpenos, acidos fenolicos, carotendides, tocoferois e outras
vitaminas (LI et al., 2014; KIM, CHO, HAN, 2013; SAMPAIO et al., 2012; SOUZA et al.,
2011).

Os antioxidantes naturais sdo compostos bioativos que atuam neutralizando a
reacao de oxidacdo (LUPO et al., 2014), conferindo multiplos beneficios a saude, tanto por
inibir ou interromper a oxidacdo, como por favorecer a prevencdo de doengas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (SUN-WATERHOUSE et al., 2011). Esses
compostos podem ser extraidos de residuos de frutas, porém sdo pouco aproveitaveis, e,
considerando seus valores nutricionais e suas funcionalidades cresce o interesse no estudo

desses compostos presentes nas frutas e extratos de plantas (LI et al., 2014). Além de
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representar um aditivo de baixo custo, sendo favoravel a economia econtribuindocom a
sustentabilidade ambiental (BABBAR et al., 2011).

As embalagens, quando produzidas com matérias-primas derivadas do petroleo,
representam um problema ambiental, pois, por ndo serem facilmente biodegradaveis, seus
residuos sélidos perduram muito tempo, repercutindo em um impacto negativo ao ambiente.
Assim, a utilizacdo de polimeros naturais como substitutos torna-se uma boa estratégia,
como a quitosana, que apresenta fécil biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa
toxicidade, sendo adequada para ser utilizada como matéria-prima para formacéo de filmes
que podem ser utilizado como embalagens (CRUZ-ROMERO et al., 2013; LOPEZ-DE-
DICASTILLO etal., 2012).

A quitosana é um polissacarideo composto por liga¢des [3-(1-4)-2-acetamido-D-
glicose e B-(1-4)-2-amino-D-glicose, obtido a partir da desacetilacdo da quitina. A quitina é
sintetizada por inUmeros organismos vivos, sendo o principal componente da parede de
camardes e estando presente na parede de crustaceos, de fungos e de outros materiais
bioldgicos e sua utilizacdo é bastante promissora para inddstria, pois sdo materiais
subutilizados. Eumbiopolimero abundante da natureza, desempenhando papel de reforgo
estrutural nos organismos em que € encontrada (LECETA et al, 2015; THADATHIL e
VELLAPAN, 2014; ELSABEE e ABDOU, 2013; SIRIPATRAWAN e NOIPHA, 2012;
SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010).

Com o intuito de contribuir com uma maior rentabilidade econémica, com um menor
impacto ambiental e com a preservacdo da salde, esse estudo teve por objetivo o
desenvolvimento de filmes ativos a partir de quitosana, incorporando composto ativo
antioxidante obtido de residuos de acerola, com potencial aplicagdo como embalagem ativa
para alimentos. Os filmes foram caracterizados quanto ao aspecto visual, parametros de cor
e opacidade, propriedades de barreira a transmissdo de luz, propriedades mecanicas,

quantificacdo de fendlicos totais e atividade antioxidante.
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2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

Uma das principais causas de deterioracdo dos alimentos é a oxidagéo, que acontece
pela exposicdo dos alimentos a alguns fatores externos, como por exemplo luz e oxigénio.
Por essa vulnerabilidade, destaca-se a necessidade de um sistema de protecéo que retarde ou
iniba esse mecanismo de deterioracdo, favorecendo a conservacdo do produto alimenticio e
estendendo seu periodo de comercializacao.

As inovagdes tecnoldgicas vém com o objetivo de desenvolver embalagens ativas,
que interagindo diretamente com o alimento ou com os envoltérios, pode manter ou melhorar
sua condicdo. Essas embalagens sdo incorporadas por aditivos que doam suas propriedades
aos produtos, sendo um desafio a escolha desses componentes, pois 0s materiais sintéticos,
ainda aplicados, estdo sendo preteridos por provaveis efeitos prejudiciais a saude pelo seu
consumo. Soma-se ainda o fato das embalagens de polimeros sintéticos, derivadas do
petrdleo, apresentarem dificil degradabilidade, causando assim grande impacto ao meio
ambiente.

Ademais do exposto, valorizando a preservacdo do ambientee os cuidados com a
salde, preconiza-se a substituicdo tanto dos aditivos sintéticos, como das matérias-primas
por produtos naturais, sendo eles: 1) residuos agroindustriais, que sdo fontes de nutrientes e
de compostos bioativos, entre eles pigmentos que podem auxiliar na protecéo contra a luz,e
2)polimeros  naturais, que apresentam caracteristicas de biodegradabilidade,
biocompatibilidade, baixa toxicidade, entre outras, tornando-os adequados para serem
colocados em contato direto com o alimento. Alguns estudos mostram que esses dois
materiais quando combinados, potencializam os efeitos positivos de cada um deles, porém
mesmo com tantas caracteristicas positivas e com valores bem definidos, ainda sdo materiais
subutilizados.

Diante dos fatos apresentados, procura-se avaliar a possibilidade de utilizagcdode
recursos naturais para o desenvolvimento de um material comcaracteristica capaz de auxiliar
na reducdo da deterioracdo dos alimentos, comaumento davida comercial e,

consequentemente, com a maior rentabilidade industrial.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Embalagens ativas

As inovacgdes tecnologicas vém sendo utilizadas no intuito de atender um
consumidor cada vez mais exigente, com pouco tempo disponivel para compra e preparo dos
alimentos, associados a maior demanda de mercado com uma crescente distribuicdo
dessesprodutos, tornando necessario o desenvolvimento de um sistema que proporcione o
prolongamento da vida de prateleira do alimento, além de garantir a qualidade e seguranca
do seu consumo. As embalagens ativas e inteligentes surgem como uma alternativa para
atender tais expectativas, tornando-se um desafio para as industrias de embalagens
(DAINELLI et al., 2008).

As embalagens ativas representam um conceito inovador de embalagens de
alimentos, sendo uma tecnologia emergente em que um aditivo é incorporado ao material de
embalagemou diretamente ao produto alimenticiocom a finalidade de interagir com o
alimento, atuando na liberagcdo ou absorcédo de substancias, podendo fornecer e/ou melhorar
a funcionalidade, pois passa a conferir diferentes propriedades além da funcdo de
protecdo,atuando na extensdo da vida comercialdo produtoembalado (GOMEZ-ESTACA et
al., 2014; LOPEZ DE DICASTILLOet al., 2013). Porém, a incorporacdo do aditivo
diretamente no alimento apresenta limitacdes, visto que 0s compostos ativos sdo consumidos
e neutralizados rapidamente, podendo cessar a protecdo e conduzir a degradacdo dos
alimentos em alta velocidade (GOMEZ-ESTACA et al., 2014; MASTROMATTEO et al.,
2010). Por isso, os compostos aditivados, na maioria das vezes, estdo contidos em um
material separado, como por exemplo em sachés, mas também podem ser administrados
diretamente ao material de embalagem e atuam liberando de forma gradativa 0 composto
para a superficie do alimento que ¢ a regido de maior vulnerabilidade aos agentes externos
(DAINELLI et al., 2008).

Segundo o regulamento n.° 450/2009 (29/05/2009) da Unido Européia, a
embalagem ativa apresenta uma atuacéo além da prote¢do aos alimentos e € definida como
um sistema destinado a aumentar o prazo de validade dos alimentos ou a manter ou melhorar
0 estado dos alimentos embalados. Concebidas de forma a incorporar deliberadamente
componentes que libertem substancias para os alimentos embalados ou 0 ambiente que 0s

envolve ou que absorvam tais substancias desses alimentos ou do ambiente que os envolve.
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Dainelli et al. (2008) haviam referido duas dificuldades para que as industrias
relutassem quanto ao desenvolvimento desses sistemas de embalagens: 1) o custo, por tratar-
se de uma nova tecnologia e 2) a aceitagdo, pois 0s consumidores poderiam associar o0 menor
prazo de validade a alimentos mais seguros. Porém, atualmente, o que vem sendo observado
é que esse tipo de embalagem é de grande interesse para a tecnologia dos alimentos, pois
além de atuar como barreira a fatores externos, atuam preservando o alimento e aumentando
o tempo disponivel para consumo (GOMEZ-ESTACA et al., 2014; REALINI e MARCOS,
2014; WU et al., 2013) e comercializacio (GOMEZ-ESTACA et al., 2014), gerando um

impacto positivo para a economia.

3.1.1Polimeros naturais na producao de filmes ativos

Um material de embalagem para alimentosé considerado adequadopara garantir a
seguranca dos produtos embalados quando apresenta boas propriedades mecanicas, é inerte,
ndo-téxico, impermeavel a microrganismos, para atender a sua fungéo principal que é a de
conservar os alimentos e preserva-los da degradacdo que o contato com fatores externos
pode provocar (SUNG et al., 2013).

No entanto, as embalagens mais comercializadas atualmentesdo produzidas com
materiais petroquimicos, que por ndo serem facilmente biodegradados, seus residuos solidos
perduram na natureza por muito tempo e causam um impacto negativo ao ambiente
(ELSABEE e ABDOU, 2013; SUNG et al., 2013).Dessa forma, vem aumentando o interesse
no desenvolvimento de embalagens que sejam produzidascom materiais de féacil
biodegradacdo e ndo-tdxicos (DANG e YOKSAN, 2015; NORONHA et al.,
2014;ELSABEE e ABDOU, 2013; SUNG et al., 2013; SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010).

Além de preservar o produto, espera-se que as embalagens contribuam com o
prolongamento da sua vida de prateleira, melhoreas condi¢bes do alimento e as
caracteristicas sensoriais, mantendo a seguranca do produto, por issotorna-se vantajoso o
desenvolvimento de sistemas de embalagens que venham a atender melhor essa expectativa
(CRUZ-ROMERQO et al., 2013; SUNG et al., 2013). Assim, com 0 propdésito de atenderas
tendéncias de mercado, pela demanda por alimentos seguros e com potenciais beneficios a
salde, a elaboracdo de embalagens ativas produzidas com matéria-prima biodegradavel,
mostra ser uma tecnologia promissora para industria de alimentos, para 0 ambiente e para o
consumidor (JOUKI et al., 2014).
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Os polimeros naturais, sdo matérias-primascom potencial para a substituicdo parcial
dos materiais sintéticos, por apresentarem caracteristicas de biodegradabilidade,
biocompatibilidade, baixa toxicidade e por serem renovaveis (SIRVIO et al., 2014), e ainda
possibilitando atender a crescente expectativa da consciéncia ambiental (JOUKI et al.,
2014). Exemplos desses polimeros sdo as proteinas (de origem animal e vegetal), os lipidios,
os polissacarideos e as gomas (JOUKI et al., 2014; SIRVIO et al., 2014; LECETA,
GUERRERO e CABA, 2013; ELSABEE e ABDOU, 2013; SUNG et al., 2013; NORAJIT
et al., 2010), todos podem ser utilizados de forma isolada ou combinada na tentativa de
melhorar suas propriedades, quando necessario (SANTACRUZ, RIVADENEIRA e
CASTRO, 2015; JOUKI et al., 2014).Esses materiais possibilitam a formacao de filmes e
revestimentos comestiveis, que sdo conceituados, respectivamente, como uma camada fina,
livres para consumo e que revestem os alimentos ou que sdo colocados como uma barreira

para evitar a interagéo entre o alimento e o ambiente (JOUKI et al., 2014).

Os polimeros naturais, quando utilizados para o desenvolvimento de filmes
comestiveis, aditivados com algum composto que possam agregar valores a sua
funcionalidade, podem ser classificados com potencial ativo,e consequentemente, de
substituicdo as embalagens ativas produzidas com materiais sintéticos (SIRIPATRAWAN e
HARTE, 2010).Alguns biopolimeros apresentam por si, propriedades antimicrobianas e
antioxidantes, mas que podem ser intensificadas com a adi¢do de outras fontes naturais
(NORAJIT et al, 2010; SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010). Como mostra o estudo de Cao
et al. (2013) que investigaram o efeito da quitosana pura e misturada com extratos de alho,
cebola e gengibre na conservacdo de carnes de porco, e que perceberam melhor potencial

antioxidante e antimicrobiano na mistura.

Corroborando como outras pesquisas que também mostraram melhor
funcionalidade quando tiveram seus filmes a base de polimeros naturais incorporados com
algum aditivo natural (FERREIRA et al., 2014; BITENCOURT et al., 2014; WANG et al.,
2013; WU et al., 2013; SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010)

Na Tabela 1 pode-se observar alguns exemplos de utilizacdo de substancias

bioativas incorporadas diretamente em filmes a base de macromoléculas naturais.
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Tabela 1: Exemplos de filmes a base de macromoléculas naturais aditivados com compostos

naturais.

Macromolécula

Composto ativo

Propriedade

Fonte

Quitosana Extrato de cha verde Antioxidante SIRIPATRAWAN
e HARTE, 2010
Quitosana Polifendis de cha Antioxidante WANG et al., 2013
Extrato de gengibre, alho Antioxidante
Quitosana e cebola e CAOetal., 2013
antimicrobiana
Alginato Extrato de ginseng Antioxidante NORAJIT et al.,
2010
Gelatina Extrato de cha verde Antioxidante WU et al., 2013
Quitosana Extrato de bagaco de uva Antioxidante FERREIRA et al.,
2014
Extrato de cha verde, de
semente de uva, de
Gelatina gengibre e da folha do Antioxidante Lletal., 2014
gingko
Gelatina Extrato etandlico de Antioxidante BITENCOURT et
cdrcuma al., 2014
Quitosana Oleos essenciais de
lim&o, tomilho e canela Antimicrobiana PENG E LI, 2014
Alginato Oleo essencial de orégano Antimicrobiana BENAVIDES et
al., 2012
Mucilagem de Antioxidante
sementes de Oleo essencial de orégano e JOUKI et al., 2014
marmelo antimicrobiana
Extrato de semente de uva MORADI et al.,
Quitosana eoleo essencial da Zataria Antioxidadante 2012
multiflora
Quitosana Extrato de groselha Antioxidante MAYACHIEW e
inidiana DEVAHASTIN,
2010
Quitosana Oleo essencial de alecrim Antimicrobiana ABDOLLAHI et
al.,2012
Quitosana + Oleos essenciais de SANCHEZ-
hidroxipropilmeti laranja, limdo e Melaleuca Antimicrobiana GONZALEZ et al,
Icelulose artenifolia (Arvore do 2011
Cha)
Zeina + quitosana Compostos fendlicos e Antioxidante CHENG et al.,
acidos dicarboxilicos e 2015
antimicrobiana
Quitosana Oleo essencial de canela Antimicrobiana OJAGH et al.,
2010
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3.2 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo, classificado como material ecolégico, composto
por ligagdes B-(1-4)-2-acetamido-D-glicose ¢ B-(1-4)-2-amino-D-glicose, obtido a partir da
desacetilacdo da quitina. A quitina € obtida a partir de fontes naturais e sintetizada por
inimeros organismos vivos, sendo o principal componente da parede de camardes e estando
presente na parede de crustaceos, de fungos e de outros materiais biologicos. Depois da
celulose, é o polimero mais abundante da natureza, desempenhando papel de reforgo
estrutural nos organismos em que é encontrada (LECETA et al., 2015; THADATHIL e
VELLAPAN, 2014; ELSABEE e ABDOU, 2013; SIRIPATRAWAN e NOIPHA, 2012;
SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010). Na figura 1 é demostrada a estrutura da quitina e da

quitosana.

FIGURA 1-Estrutura quimica da a) quitina e b) quitosana

a) Quitina

%*é*%\“”

b) Quitosana

CH.
OH O=<
NH; o NH
HO HO'
e o) OHO 0 o} ©
NH
H OH

Fonte: VAN DEN BROEK et al., 2015

O processo para obtencdo da quitosana é dividido em duas etapas: na primeira, ocorre
a extracdo da quitina, por meio de uma solubilizagcdo de minerais, carbonato de célcio e
fosfato de calcio, utilizando acido cloridrico. Apds essa etapa, as proteinas sao isoladas pelo
tratamento com hidréxido de sddio diluido, e ap6s a lavagem e a secagem é obtido um
material em forma de flocos, seguido por uma despigmentacdo para alcangar um produto
incolor. Para a obtencdo da quitosana, a quitina é submetida a um aquecimento com uma
solucéo de hidrdxido de sédio concentrada para hidrolise dos grupos N-acetil (ARANAZ et
al., 2009; KURITA, 2006). A hidrdlise desses grupos garante a presenca de grupos amina
livres, que apresenta facilidade em ser protonado em meio &cido, tornando a quitosana

solivel em solugdes aquosas. O grau de desacetilagdo da quitosana varia entre 70 e 95% e
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tanto ele quanto a cristalinidade das moléculas podem interferir na solubilidade em solventes
comuns (LAVORGNA et al., 2010).

Devido as suas propriedades, a quitosana vem sendo estudada, pois s&o
extremamente versateis, conferindo aplicabilidade em diversas areas: carreador de farmacos
de liberacao gradual, regeneracao de tecidos epiteliais, confeccdo de membranas artificiais,
absorcdo de gordura e reducdo do colesterol sérico, componente de cosméticos, agente
floculante no tratamento de efluentes, agente antimicrobiano, formagéo de biofilmes, entre
outros. A Figura 2, apresenta algumas maneiras de aplicacdo desse polimero na industria de
alimentos (FAI, STAMFORD e STAMFORD, 2008).

Figura 2- Esquema das aplicacdes da quitosana na industria de alimentos.

| o |
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Fonte: FAI, STAMFORD e STAMNFORD, 2008
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3.2.1 Desenvolvimento de filmes a base de quitosana

A quitosana possui um grande potencial como material de embalagem pelas suas
caracteristicas de facil biodegradabilidade, baixa toxicidade, o que a torna viavel para ser
colocada em contato com o alimento (PENG e LI, 2014; SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010;
WAHAB; ABDOU, 2010), apresentando também uma boa atividade
antimicrobiana,atividade antioxidante ealta seletividade a gases(PENG e LI, 2014;
SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010), com efetiva barreira ao oxigénio (WANG et al., 2015;
OJAGH et al., 2010; FAI, STAMFORD e STAMFORD, 2008) e diéxido de carbono
(LECETA, GUERRERO e CABA, 2013; FAI, STAMNFORD e STAMFORD, 2008), além
da capacidade de adsorcdo de diversos compostos (SOTO et al., 2011), tais como ions
metalicos e compostos fendlicos (BHATNAGAR e SILLANPAA, 2009).

Contrariamente a essas caracteristicas, esse polimero ndo apresenta boa barreira ao
vapor de agua, o que limita sua aplicacdo em determinados alimentos (WANG et al., 2015;
PERDONES et al., 2014; ELSABEE e ABDOU, 2013; OJAGH et al., 2010). O desempenho
dessa propriedade pode ser influenciado pela natureza do polimero, os tipos de aditivos
utilizados e pelo processo de preparagdo do filme (CHENG et al., 2015). As suas
propriedades mecéanicas sdo consideradas pobres quando comparadas a dos polimeros
sintéticos, porém podem ser melhoradas com a utilizacdo de plastificantes incorporados a
sua estrutura (FERREIRA et al., 2014). A quitosana também pode ser utilizada com a
finalidade de melhorar essas propriedades em outros polimeros naturais, como por exemplo,
quando foi utilizada associada a pelicula de gelatina, numa concentragdo quatro vezes
menor, para melhorara resisténcia a tracdo dos filmes produzidos, obtendo um aumento de
20 para 40 MPa (STAROSZCZYK et al., 2014).

Na maioria dos casos a eficiéncia da barreira ao vapor de agua é uma propriedade
desejada para filmes, para torné-lo apropriado no retardo da desidratacéo de produtos frescos
(carne, frutas e legumes) e absorcdo de umidade em produtos secos (pds, massas secas e
outros). E a barreira ao oxigénio permite o controle do amadurecimento de frutas ou auxilia
significativamente na reducdo da oxidacdo de alimentos sensiveis a esse gas e na rancidez
de gorduras poli-insaturados (DUTTA et al., 2009). Leceta, Guerrero e Caba (2013)
perceberam que com a adicdo do plastificante houve uma maior mobilidade entre as
moléculas do filme de quitosana, conduzindo a uma maior difusividade do oxigénio. Porém,

guando comparado a embalagens utilizadas comercialmente, os resultados de barreira foram
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ainda melhores. Em relagéo a interferéncia da luz, esta pode ser consideravelmente reduzida

com a incorporagao de pigmentos ao filme (DUTTA et al., 2009).

A quitosana na forma de filme, tem revelado eficiéncia a nivel laboratorial, para
conservar Vvarios tipos de alimentos como: ovos, frutas, vegetais, carnes (MARTINEZ-
CAMACHO et al., 2010), e queijos (DI PIERRO et al., 2011; MARTINEZ-CAMACHO et
al., 2010). De um modo geral, os filmes de quitosana sdo biodegradaveis, biocompativeis,
flexiveis, duraveis, dificeis de quebrar e também inibem o crescimento microbiano
(MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010).

Pelas suas propriedades de biodegradabilidade, ndo toxicidade, biocompatibilidade,
propriedade antimicrobiana, a quitosana tem despertado bastante interesse em diversos
ramos industriais (AIDER et al., 2010; ARANAZ et al., 2009). Além dessas caracteristicas,
também s&o referidas outras, tais como efeito hipocolesterolémico (ANRAKU et al., 2011;
ARANAZ et al., 2009; KASSAI, 2009;PARK et al., 2004;SUGANO et al., 1988),
hemostatico, analgésico (ARANAZ et al., 2009), antitumoral (ARANAZ et al., 2009;
CHIEN et al., 2007; PARK et al., 2004) e atividade antioxidante (ANRAKU et al., 2014;
ANRAKU et al., 2011;ARANAZ et al., 2009; CHIEN et al., 2007) e que a maioria dessas
propriedades bioldgicas estdo relacionadas com a estrutura catiénica do polimero (ARANAZ
etal., 2009).

Anraku et al. (2011) estudando o efeito antioxidante da quitosana de alto peso
molecular, em humanos voluntarios e saudaveis, perceberam atuacdo na circulacdo
sistémica, com efeito na reducao do colesterol e aumento da resisténcia ao estresse oxidativo.
Sugerindo que a quitosana liga-se fortemente ao LDL-colesterol, podendo reduzir niveis de
pré-oxidantes, tais como colesterol inibindo assim o desenvolvimento subsequente do
estresse oxidativo na circulacdo sistémica. Anraku et al. (2014) estudaram o efeito de
suplementos de quitosana sobre o estresse oxidativo e de fatores relacionados nos pacientes
em hemodialise para entender melhor o papel desse polimero como um antioxidante na
circulacdo sistémica, e relacionaram a atuacdo da quitosana como antioxidante,
sugerindouma atividade indireta do biopolimero, em que 0s componentes oxidativos seriam

absorvidos no trato gastrotintestinal suprimindo assim, 0s niveis séricos dos pré-oxidantes.

No entanto, a quitosana é de interesse ndo s6 devido as suas importantes
propriedades, mas também devido a presenca do grupo funcional amina, que pode ser

apropriadamente modificado para a producdo de materiais mais funcionais, obtendo-se, por
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reacdes quimicas de acetilagdo, quaternizacdo, alquilacdo, reticulicdo (“grafting”), reagoes
com aldeidos e cetonas (para originar bases de Schiff), ou com agentes quelantes de metais,
que podem proporcionar modificagdes quimicas para obtencdo de uma diversidade de
produtos com propriedades mais avancadas e fungdes biologicas mais bem definidas
(PILLAI, PAUL e SHARMA, 2009).

Os grupos hidroxila funcionais também tém a sua importancia e podem ser
utilizados em diversas reacdes de modificagdo da quitosana como a o-acetilagéo, ligacdo-H
com atomos polares, “grafting”, entre outras (PILLAI, PAUL e SHARMA, 2009). Na reagéo
do graftingligam-se determinados compostos ao polimero de quitosana de forma a melhorar
uma propriedade especifica como por exemplo a ligacdo de compostos fenélicos (WANG et
al., 2013) ou de Oleo essencial de canela (PERDONES et al., 2014) para melhorar a

capacidade antioxidante ou antimicrobiana.

O grau de desacetilacdoé uma caracteristica estrutural que também pode influenciar
propriedades bioldgicas, mecanicas e fisico-quimicas dopolimero (DIMZON e KNEPPER,
2015),que quando utilizado para producdo do filme, pode apresentar alteracbes nas
propriedades de resisténcia e elasticidade, além das caracteristicas anteriormente
referenciadas, podendotambém sofrer influéncia do seu peso molecular, da sua concentracao
e solubilidade (PENG e LI, 2014; LECETA, GUERRERO e CABA,
2013;SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010). Existem variaveis experimentais importantes que
devem ser levadas em consideracdo quando se trabalha com solugbes de quitosana,
principalmente por ser um polimero que pode ser destinado a varios setores industriais
(DIMZON e KNEPPER, 2015; ARANAZ et al., 2009).

No geral, esse polimero é insolUvel em &gua, alcalis e solventes organicos, porém,
quando sua desacetilagdo é maior que 50% (LECETA, GUERRERO e CABA, 2013), passa
a ser soluvel em solugbes aquosas com &cidos organicos que apresentem pH inferior a 6, tais
como acido acetico, acido formico e latico (DANG e YOKSAN, 2015). Essa restricdo de
solubilidade a meios acidificados é devido a rede de ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares na molécula, o que pode limitar a sua aplicacdo (LIU et al., 2013). E a
solubilidade torna-se possivel devido a protonagdo dos grupos amino livres da posicdo C, da
unidade repetitiva da glicosamina, resultando em uma carga positiva e a solubilidade da

quitosana vai ser dependente do numero de grupos N-acetil presentes na cadeia polimérica
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(DE ALVARENGA, OLIVEIRA e BELLATO, 2010; ARANAZ et al., 2009; PILLAI,
PAUL e SHARMA, 2009).

A biodegradabilidade, a capacidade de adsorgéo e de reacdo da quitosana, assim
como a solubilidade sdo dependentes da quantidade de aminas protonadas (DE
ALVARENGA, OLIVEIRA e BELLATO, 2010). A solubilidade € uma das caracteristicas
que esta relacionada com a biodegradabilidade da quitosana (PENG e LI, 2014), e por ser
complexa é bastante dificil de ser controlada, sendo dependentes do grau e do método de
desacetilacdo (PILLAI et al., 2010).

3.2.2 Propriedades antimicrobianas

H& mais de duas décadas a atividade antimicrobiana da quitosana vem sendo
estudada por ser considerada eficaz contra diversas bactérias, fungos filamentosos, leveduras
(KONG et al., 2010; SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010) e virus (DI PIERRO et al., 2011).
Mostrando um grande espectro na morte de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, mas
com menor grau de toxicidade em células de mamiferos (KONG et al., 2010). Por essa sua
propriedade, a quitosana vem sendo largamente utilizada para conservacdo de produtos
carneos (CAO et al., 2015).

O mecanismo de acdo dessa atividadetem sido bem estudado, e alguns modelos tém
sido propostos. Primeiramente € considerada a interacdo eletrostatica entre moléculas
policationicas da quitosana e a carga negativa dos componentes das membranas da parede
celular bacteriana, levando a um deslocamento de constituintes da membrana do
microrganismo (lipopolissacarideos e proteinas), interferindo na troca de nutrientes entre o
exterior e o interior das células, com perda de organelas celulares, despolarizagdo das
membranas celulares, e rompimento da integridade das ligagcbes moleculares conduzindo a
morte celular (VAN DEN BROEK et al., 2015; ELSABEE e ABDOU, 2013,
KRAJEWSKA, WYDRO e JANCZYK, 2011; MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010;
OJAGH etal., 2010;SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010), portanto quanto maior a densidade
positiva, mais interacOes eletrostaticas se dardo entre o polimero e o microrganismo,

mostrando uma maior eficacia antimicrobiana (KONG et al., 2010).

Uma outra possibilidade seria o poder de penetracdo da quitosana através da parede
celular para o interior das células, ligando-se ao acido desoxirribonucléico (DNA) e
interferindo na sintese de &cido ribonucléico (RNAm), entdo quanto menor for o polimero
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de quitosana, maior é a facilidade de penetragdo na parede e no ndcleo. E por fim, acredita-
se que algumas propriedades como a desidratacdo, a gelificacdo, a inibicdo enzimética e as
propriedades floculantes da quitosana podem estar envolvidas na acdo antimicrobiana
(KRAJEWSKA, WYDRO e JANCZYK, 2011). Esse polimero é reconhecidamente
bacteriostatico (inibe o crescimento bacteriano) e bactericida (poder de eliminar bactérias)
(KRAJEWSKA, WYDRO ¢ JANCZYK, 2011). E a eficdcia da acdo antifingica e
antibacteriana da quitosana pode sofrer interferéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos,
levando os resultados a dependéncia desses (KHOSHGOZARAN-ABRAS et al., 2012;
AIDER, 2010; KONG et al., 2010; ARANAZ et al., 2009).

A quitosana, mesmo com um largo espectro de atividade antimicrobiana, apresenta
diferentes formas de inibicdo de microrganismos a depender da espécie. Nos fungos, atua
suprimindo a germinacdo de esporos e a esporulacdo, enquanto que a acdo antibacteriana
diferencia-se entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pelas diferentes superficies
celulares de ambas, dando uma maior complexidade a acdo (KONG et al., 2010). E
referenciado que bolores e leveduras sdo mais sensiveis a acdo da quitosana, quando
comparadas as bactérias (AIDER, 2010).

Perdones et al. (2014) observaram que 0 revestimento a base de quitosana foi capaz
de reduzir significativamente a taxa de degradacdo de morangos pela acdo de fungos.
Gobmez-Estaca et al. (2010) relataram que, quando uma pelicula a base de gelatina e
quitosana incorporada com o 6leo essencial de cravo foi aplicada na superficie de bacalhau
o0 periodo de armazenamento sob refrigeracdo, o crescimento de bactérias Gram-negativas

foi drasticamente reduzido, especialmente de enterobactérias.

O potencial antimicrobiano do polimero pode sofrer influéncia do seu grau de
desacetilacdo e do peso molecular (CAO et al., 2013). Em relagédo ao pH o potencial
antimicrobiano da quitosana aumenta conforme esse parametro diminui, e tem sido sugerido
que a carga positiva do grupo amina (NHs), a valores de pH < 6,3, transporta 50% da carga
total de eletricidade, permitindo a interacdo com a carga negativa das membranas das células
microbianas, podendo conduzir a fuga de componentes intracelulares (AIDER, 2010).
Quando o pH é superior ao pKa, ao invés do efeito eletrostatico, os efeitos hidrofobicos e
quelantes passam a ser responsaveis pela atividade antimicrobiana, pois a quitosana apresenta
um efeito inibitério maior em pH acido, que pode ser devido a presenca de poucas cargas

positivas do grupo amina em pH 7, pois a quitosana torna-se policatidnica com o pH abaixo do
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pKa molécula(6,3-6,5), como também pela fraca solubilidade desse polimeroem pH que ndo é
acido (KONG et al., 2010).

A temperatura também constitui um fator ambiental importante, No et al. (2006)
estudaram o efeito das diferentes condicdes de armazenamento, do peso molecular das
moléculas de quitosana, e em relagdo a temperatura, em quatro tipos de bactéria, sendo duas
gram-negativas e duas gram-positivas. Cada bactéria foi inoculada numa solugdo contendo
0,05% (m/v) de quitosana, que tinham sido armazenadas tanto a 4°C como a 25°C, incubadas
a 37°C em constante agtitacdo (100rpm) durante 24 horas e observaram que a bactéria
Listeria monocytogenes foi completamente suprimida pela quitosana independente do tempo
e temperatura de armazenamento, enquanto que a solucéo de quitosana armazenada a 25°C

mostrou uma maior atividade bactericida contra a Salmonella enteriditis.

Aacdo da quitosana também pode ser influenciada pelo seu estado fisico. De
maneira geral, a quitosana sollvel e os seus derivados sdo mais eficazes na inibicdo do
crescimento bacteriano. Em compara¢do com a quitosana sollvel, a quitosana em estado
solido apenas entra em contato com a solucdo através da superficie, apresentandouma acdo
antimicrobiana inferior (KONG et al., 2010).

3.2.3 Atividade antioxidante

A propriedade antioxidante da quitosana, pode ser melhorada com a adicdo de
substancias que tenham essa propriedade (WANG et al., 2013; SIRIPATRAWAN e
HARTE, 2010). Khare, Biswas e Sahoo (2014) investigaram o efeito antioxidante da
quitosana, do eugenol, do ¢leo essencial de pimenta e horteld e do EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) sob a estabilidade oxidativa de uma preparagdo de macarrdo
com frango. Para a elaboracdo do macarréo, a carne de frango foi dividida em cinco porgdes,
sendo que a quitosana e 0 EDTA foram colocados diretamente na massa, enquanto que o0
eugenol e o dleo essencial de pimenta e horteld, substituiram parte do 6leo dos ingredientes.
As amostram foram armazenadas durante 2 meses sob temperatura e umidade relativa
controladas (35+2°C e 70%) e em intervalos de 15 dias, eram analisadas & eficiéncia
antioxidante dos componentes naturais. Como conclusdo perceberam que o tratamento com
0 eugenol foi o que mostrou melhor potencial como conservante natural na preservacao da
preparacdo por um periodo mais prolongado. E embora esse 0leo essencial tenha mostrado

melhor resultado, todosos outros tratamentos também mostraram agéo antioxidante.
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Os autores desse mesmo trabalho, referiram que a atividade antioxidante da
quitosana pode ser devida a reacdo dos radicais livres e 0 grupo amino livre residual,
formando moléculas de radicais estaveis, sugerindo a acdo dos nitrogénios nos radicais
livres. Quanto a acao antioxidante do eugenol, acreditam ser devido aos compostos fendlicos
presentes em sua composicdo e a acdo do EDTA seria pelo potencial em quelar ions

metalicos.

Estudos realizados com a quitosana revelaram que essa atividade pode sofrer
influéncia do peso molecular e do grau de desacetilacdo. Park et al. (2004) avaliaram a
influéncia do grau de desacetilacdo da quitosana (50%, 75% e 90%) na atividade
antioxidante desse material e perceberam que o maior percentual de sequestro do radical
DPPH e superdxidos foi mostrado pelo polimero com mais alto grau de desacetilagdo (90%)
quando utilizada uma mesma concentracdo do biopolimero e sugeriram que esse efeito
poderia estar associado com a presenca do nitrogénio na posicdo C, da molécula de
quitosana. Khare, Biswas e Sahoo (2014) também referiram que esse polimero com maior

grau de desacetilacdo apresenta um maior potencial de sequestro.

Chien et al. (2007) analisando a agdo antioxidante de diferentes pesos moleculares
da quitosana (baixo, médio e alto) em sumos de magcd, verificaram que o melhor efeito foi
do polimero de menor peso molecular tanto no sequestro de radicais de DPPH, perdxido de

hidrogénio e superdxido.

Além disso, foi colocada a hipotese de que tanto 0s grupos amino, Como 0s grupos
hidroxila, contribuem para a sua capacidade antioxidante total, por reagirem com radicais
superdxidos, conduzindo assim o efeito de sequestro da quitosana. Esse efeito pode ser
devido & reacdo entre os radicais livres e oresidual grupo amino livres para formar radicais
de macromoléculas estaveis (KHARE, BISWAS e SAHOO, 2014; CASETTARI et al.,
2012). No entanto, alguns estudos tém concentrado a sua atencdo na ligagdo a matriz da
quitosana de outros compostos, para melhorar as suas propriedades antioxidantes e promover

a sua aplicabilidade.

A derivatizacao da quitosana com grupos fendlicos é uma das possibilidades mais
exploradas para aumentar a atividade antioxidante do polissacarideo (CASETTARI et al.,
2012). Os compostos fendlicos sdo conhecidos por possuirem propriedades antioxidantes,
principalmente porque podem atuar como captadores de radicais livres uma vez que 0s

grupos hidroxilo podem doar um elétron ou um atomo de hidrogénio a um radical livre (PAZ
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et al., 2015; NUNES et al., 2013). Por outro lado, a quitosana tem a capacidade de quelar
ions metalicos envolvidos na catélise de reaces oxidativas. Portanto, a introdugéo de grupos
fenolicos na estrutura de quitosana permite a obtencéo de uma nova matriz com os dois tipos
de propriedades antioxidantes (NUNES et al., 2013).

A quitosana também exibe propriedades antioxidantes devido a sua capacidade de
formar complexos com muitos metais de transicdo (KOSARAJU et al., 2010). Podendo atuar
como quelantes de ions ferrosos e assim retardar a oxidacéo lipidica, pela eliminacéo da sua
atividade pro-oxidante ou da sua conversdo em ién ferrico (ARANAZ et al., 2009). Desta
forma, a quitosana pode contribuir com oprolongando do tempo de prateleira dos alimentos,

como mostrou o estudo de Khare, Biswas e Sahoo (2014).
3.3 Residuos agroindustriais como fonte de antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais sdo compostos bioativos que atuam neutralizando a
reacdo de oxidacdo (LUPO et al., 2014). Esses compostos podem ser representados pela
vitamina C, pelos carotendides, principalmente o B-caroteno e o licopeno, pela vitamina E,
pelas antocianinas, flavondides e outros compostos fenolicos. Alimentos contendo esses
componentes contribuem com a prevencao de varias doencas crénicas nao-transmissiveis
(DA SILVA et al., 2014; MOO-HUCHINet al., 2014).

O organismo para manter seu metabolismo normal, absorve oxigénio tendo como
metabdlitos espécies reativas de oxigénio (EROS), que quando produzidos em excesso
podem provocar prejuizos ao corpo humano, favorecendo o desenvolvimento de algumas
doencas, entre elas doencas de carater degenerativo (MOO-HUCHIN et al., 2014; BABBAR
et al., 2011). Para inativa-los ou inibir sua atuacéo, torna-se necessario uma fonte exdgena
de compostos antioxidantes, pois a quantidade produzida intrinsicamente ndo é capaz de
atender as necessidades do organismo (MOO-HUCHINet al., 2014).

Esses compostos podem ser facilmente obtidos a partir de frutas e hortalicas e dos
seus residuos (cascas e sementes),que representam em torno de 25 a 30% dos vegetais
(AYALA-ZAVALA et al., 2010), que geralmente sdo descartados ou subutilizados(DA
SILVA et al., 2014; MOO-HUCHIN et al., 2014; BABBAR et al., 2011), como residuo de
pouco valor (MOO-HUCHIN et al., 2015).Caetano et al. (2011) relataram o desperdicio de
residuos de frutas no Brasil, pelas industrias de sucos de fruta e exemplificaram que a

industria de acerola para processar 18 mil toneladas de suco e polpa, utilizava 34,40 mil
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toneladas, equivalente a 7,16% das frutas processadas, gerando uma grande quantidade de

residuos, que muitas vezes se tornava uma fonte de poluigdo ao meio ambiente.

O ambiente pode sofrer agressdo pela elevada composi¢do organica dos residuos,
como pelo fosforo e nitrogénio, tendo em seu descarte no meio ambiente um precursor de
sérios problemas, devido a liberacdo excessiva de compostos bioativos, que pode causar
eutrofizacdo de ambientes aquaticos, com consequente diminuicdo de oxigénio dissolvido,
podendo causar a morte de organismos aerobios, repercutindo com o desequilibrio do
ecossistema local (PELTZER et al., 2008).

Os residuos, quando aproveitados, além ser positivo para o desenvolvimento
sustentavel e para a economia (BABBAR et al., 2011; AYALA-ZAVALA etal., 2010), pois
sdo baratos e facilmente disponiveis (MOO-HUCHIN et al., 2015) atuam favorecendo a
salde e fornecendo uma substancial contribuicdo para a nutricdo humana, por serem
reconhecidamente fontes de moléculas bioativas e de nutrientes (MOO-HUCHIN et al.,
2015; DA SILVA et al., 2014). Muitas frutas da época sdo processadas para elaboracdo de
produtos secos, sucos, geléias, néctares, compotas, entre outros e os principais subprodutos
de tal processamento sdo a casca e a semente, que pode ter um maior valor nutricional
quando comparados a fruta inteira (MOO-HUCHIN et al., 2015; MOO-HUCHIN et al.,
2014).

Da Silva et al. (2014) quantificaram e compararam 0s principais compostos
bioativos encontrados em celulose e subprodutos comercializados que estdo presentes nas
frutas tropicais do Brasil. E concluiram que a utilizacdo de residuos agroindustriais,
originados de frutas, apresenta um impacto positivo para economia, na reducdo de
custos;para o ambiente por serem recursos renovaveis e pelo seu alto valor como fontes de
compostos bioativos, podendo ser utilizados pela industria alimenticia e farmacéutica. Nesse
contexto, a exploragdo plena das frutas e verduras implica em beneficios para o agronegécio
e para o meio ambiente (AYALA-ZAVALA et al., 2010).

Em agosto de 2010, foi aprovada a Politica Nacional de Residuos Solidos,
apresentando como um dos objetivos a protecdo da saude publica e da qualidade ambiental,
definindo como residuos industriais aqueles que sdo oriundos dos processos produtivos e das
instalages industriais, que podem ser utilizados como matérias-primas para pesquisas com

compostos bioativos. E tendo como um dos principios e objetivos, o reconhecimento do
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residuo solido reutilizavel e reciclavel como um bem econdmico e de valor social, gerador

de trabalho e renda, visando ao desenvolvimento sustentavel (BRASIL, 2010).

O sistema de acdo desses substratoscomo antioxidantes, se da como agentes
quelantes, impedindo a oxidacdo lipidica ou bloqueando sua reacdo em cadeia, e
consequentemente protegendo o organismo e o0 alimento de possiveis agressdes sofridas
pelos metabdlitos que podem ser produzidos (LUPO et al., 2014; SOUZA et al., 2011,
MEZADRI et al., 2008).

A oxidacdo lipidica é uma das principais causas de degradacdo dos alimentos,
causando alteracGes das proteinas das carnes, da sua colorag&o, dos lipidios, principalmente
em alimentos que tenham sua estrutura insaturada, e isso pode levar a alteracdes
desagradaveis nas caracteristicas organolépticas e nutricionais dos alimentos (DA SILVA et
al., 2014; NORONHA et al., 2014; SHAH, BOSCO e MIR, 2014; SAMPAIOQO et al., 2012;
BABBAR et al., 2011). Além de possibilitar a liberacdo de produtos téxicos, nocivos ao
homem, originados do seu metabolismo, alterando a seguran¢a no consumo do produto
alimenticio (DA SILVA etal., 2014; NORONHA et al., 2014; SAMPAIO et al., 2012). Atoui
et al. (2005) relataram a documentacdo dos radicais livres como precursores de catarata,
disfuncdo cerebral, declinio do sistema imunoldgico, doencas degenerativas e

envelhecimento precoce. A Figura 3 retrata o esquema geral da oxidacéo lipidica.
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Figura 3- Esquema geral da oxidacdo lipidica
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Fonte: JADHAYV et al, 1996

O mecanismo de oxidacdo acontece em trés etapas: iniciacdo, propagacao e
terminacdo. O processo de iniciacdo consiste na abstracao do hidrogénio de um &cido graxo
para a formacdo de um radical alquil (R*), que uma vez formado, estabiliza o radical livre
conduzindo o deslocamento da ligacao dupla, produzindo ligagdesduplas nas configuracdes
cis ou trans. A etapa de propagacéo, envolve a adicao de oxigénio ao radical alquil, sendo o
radical resultante conhecido como radical peroxil (ROO®). A energia elevada desses radicais
permite que eles promovam a captura de hidrogénio de outra molécula, consequentemente a
adicdo de hidrogénio ao radical peroxil, repercutindo na formacéo de um hidroperdxido de
acido graxo (ROOH) e na formacdo de novos radicais alquil em outros acidos graxos. E por
fim, a terminagéo descreve a combinacdo de dois radicais para a formacéo de espécies ndo
radicais, (PERUMALLA e HETTIARACHCHY, 2011), como 0 modelo proposto:

Iniciacdo: RH — Re + He
Propagacio: Re + O2 — ROQOe

ROOe + RH — ROOH + Re

Terminacdo: Re + Re — RR
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Re + ROOe — ROOR
ROOe+ ROOe — ROOR + Oy

Onde: RH- Acido graxo insaturado; Re- Radical livre; ROOe- Radical peroxido; ROOH-
Hidroperoxido.

A atividade antioxidante de um composto, que refere-se ao retardo ou inibicéo
dessacadeia na fase de iniciacdo ou de propagacdo, com a formacdo de radicais estaveis
(PERUMALLA e HETTIARACHCHY, 2011), pode ndo ser a mesma em determinadas
situacOes, pois estd associada a origem do sistema lipidico, a configuracdo geométrica do
antioxidante, das condi¢cdes de armazenamento do produto e da forma aplicada para
analise.Algumas técnicas com a finalidade de atuacdo de antioxidantes podem ser aplicadas
aos alimentos para o controle da oxidacdo dos lipidios, entre elas: 1) o controle dos substratos
provenientes da oxidacdo, 2) o controle de pro-oxidantes e 3) a adicdo de antioxidantes que
agem impedindo a atividade das EROS (JAYASINGHE,GOTOH e WADA, 2013). Os
mecanismos de acdo dos antioxidantes podem ser pelo sequestro dos radicais; pela quebra
da reacdo em cadeia; pela decomposicdo dos peroxidos; pela diminuindo da concentragédo
de oxigénioecatalisadores localizadas na cadeia de ligacdo da iniciacdo, tais como ions
metalicos (HUGO e HUGO, 2015; SHAH, BOSCO e MIR, 2014)

O controle do progresso da oxidacdo de lipidios pode ser por meio do controle da
perda de reagentes iniciais (oxigénio, lipidios, antioxidante), pela formacéo dos produtos
intermediéarios (hidroperdxido, dieno conjugado) e pela formacéo de produtos finais (alcoois,
aldeidos, hidrocarbonetos, cetonas, volateis) (JAYASINGHE, GOTOH e WADA, 2013).

A aplicacdo dos antioxidantes aos alimentos ou as embalagens mostra ser uma
maneira de prevencdo da degradacdo dos produtos alimenticios, existindo atualmente uma
tendénciade utilizacdo dos antioxidantes naturais, visto que osde origem sintéticaestao sendo
preteridos devido a sua toxicidade e potencial carcinogénico (HUGO e HUGO, 2015; LI et
al., 2014;WU et al., 2013; LOPEZ-DE-DICASTILLOet al., 2012; SAMPAIO et al.,
2012;SOUZA et al., 2011), além dos beneficios que os componentes naturais podem oferecer
a salde (LOPEZ-DE-DICASTILLOet al., 2012). Consequentemente, vem aumentando o
interesse da industria de alimentos na utilizacao desses compostos provenientes de produtos
naturais (SOUZA et al., 2011; MEZADRI et al., 2008), bem como de outros setores
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industriais, como o farmacéutico, cosmético (MOO-HUCHIN et al., 2014; PESCHELet al.,
2006), téxtil (ISLAM, SHAHID e MOHAMMAD, 2013), entre outros.

3.4 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo os metabolitos secundéarios de plantas mais amplamente
distribuidos no reino vegetal. A sua estrutura é compostapor anéis aromaticos com um ou
mais grupos hidroxilas e apresentam mais de oito mil estruturas conhecidas, variando de
moléculas simples (acidos fenolicos), a moléculas altamente polarizadas (taninos), na Figura
4 encontra-se a estrutura de alguns compostos (LEOPOLDINI, RUSSO e TOSCANO, 2011;
DAI e RUSSELL, 2010). Os compostos fendlicos podem ser classificadas de acordo com o
numero de atomos de carbono e estrutura, apresentando uma elevada diversidade molecular,
mas essa classificacdo pode também ser de acordo com a sua origem, a partir da sintese

quimica e da biossintética das vias naturais (SOTO et al., 2011).

De acordo com o nimero de subunidades fendlicas, séo classificados em polifendis
e fendis simples. Os fendis simples incluem os acidos fendlicos, enquanto que os polifendis
incluem os flavondides, os estilbenos, e 0s compostos que tém trés ou mais subunidades de
fenol, os conhecidos taninos. Os &cidos fendlicos sdo fendis que possuem um &acido
carboxilico podendo formar as estruturas hidroxicindmicos e hidroxibenzdicos. Os
flavonoides sdo polifendis compostos por um grande grupo de peso molecular baixo. Os
taninos séo divididos em dois grupos, o condensado e o hidrolizavel. Os condensados séo
polimeros de flavondides, e os hidrolisaveis contém acido galico, ou compostos semelhantes,
esterificados com um hidrato de carbono. Por fim, os estilbenos familia inclui vérios
compostos, entre 0s quais o resveratrol, composto presente na uva (LEOPOLDINI, RUSSO
e TOSCANO, 2011).

Os fenolicos séo constituintes de alimentos e bebidas de origem vegetal (chocolate,
frutas, legumes, cereais, cha, café, vinho) e contribuem, em parte, com algumas de suas
caracteristicas organolépticas, como sabor e cor (SOTO et al., 2011; DAI e RUSSELL,
2010), adstringéncia e amargura (SOTO et al., 2011). Além disso, também sdo responsaveis
por funcdes estruturais e de protecdo em plantas (LEOPOLDINI, RUSSO eTOSCANO,
2011). A classificacdo quanto aos niveis de compostos fenolicos presentes podem ser da
seguinte maneira: 1) baixo, quando seus valores sdo menores que 500 mg de acido
galico/100g; 2) intermediario, valores entre 500 e 2.500 mg de &cido galico/100g e 3) alto,
quando os valores estdo acima de 2.500 mg de acido galico/100g (PAZ et al., 2015).
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Os compostos fenolicos estdo presentes tanto em partes comestiveis, comonas ndo
comestiveis das plantas, sendo um dos compostos bioativos mais conhecidos, por
proporcionarem beneficios a salde e essa funcdo pode estar relacionada com sua capacidade
de atuar comoagente quelante de metais, de inibir a lipoxigenase e sequestrar os radicais
livres (BABBAR et al., 2011). A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos é devida
a sua estrutura que possibilita a atuagdo como agentes redutores, doador de hidrogénio e
supressores de oxigénio singlete, sendo capazes de estabilizar ou de desativar os radicais
livres evitando danos a células estruturais (PAZ et al., 2015), representando uma boa
alternativa de substituicdo dos antioxidantes sintéticos (SHAH et al., 2014). No entanto, as
propriedades bioldgicas dos fendlicos vao além do seu potencial antioxidante (SOTO et al.,
2011).

Seus beneficios a saude vém sendo bastante exploradosna literatura por oferecerem
protecao contra o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (pela melhora da funcdo do
endotélio e reducdo de marcadores inflamatdrios), alguns tipos de cancer (PAZ et al., 2015;
BABBAR et al., 2011; SOTO et al., 2011), doencas neurolégicas, (SOTO et al., 2011;
PATRAS et al., 2010), envelhecimento cutaneo (SOTO et al., 2011; PESCHEL et al., 2006),

entre outras.

Os compostos bioativos presentes nos alimentos sao susceptiveis a rapida degradacao
ou inativacdo. Sendo assim, alguns processos aos quais 0s alimentos sdo submetidos podem
levar a alteracdes desse composto, podendo repercutir na perda do valor nutricional, entre
esses processos esta o tratamento térmico. As antocianinas, por exemplo, sdo pigmentos
responsaveis pela coloracdo vermelha, azul e purpura de diversas frutas e verduras, e
apresentam grande sensibilidade a luz, ao oxigénio, a variacfes de temperatura e de pH,
ressaltando a importancia de técnicas de preparaces na preservacao de nutrientes de um
alimento (MERCALI et al., 2013; PATRAS et al., 2010), assim como o método de

processamento.
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Figura 4:Estruturas dos &cidos benzdico e hidroxicindmicos, flavonodides e estilbenos
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Fonte: LEOPOLDINI, RUSSO e TOSCANO, 2011

3.5 Acerola

A acerola (Malpighia emarginata D.C.), também conhecida como cereja de barbados
é uma fruta com um notoério valor nutricional, de facil adaptacao a diferentes solos e climas,
crescendo na Europa Central e América do Sul (MEZADRI et al., 2008), e apresenta
compostos bioativos que sdo benéficos para a salde humana (SOUZA et al., 2011).
Conhecida pelo seu elevado teor de vitamina C, além de ser composta por antocianinas,
carotenoides (MERCALI et al., 2013; SOUZA et al., 2011; MEZADRI et al., 2008), ferro,
calcio (MERCALI et al., 2013; MEZADRI et al., 2008) e que vem mostrando um alto
potencial antioxidativo (MEZADRI et al., 2008).
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A composicdo das frutas pode variar perante algumas situagdes, como: clima,
condicGes de plantio, estadgio de maturacao, localizacdo geogréafica (MEZADRI et al., 2008),
tipos de processamento aos quais os frutos sdo submetidos, entre outras (MERCALI et al.,
2013; MEZADRI et al., 2008). Como por exemplo, o teor de vitamina C que decresce com

a maturidade do fruto, embora ainda apresente uma boa quantidade (LIMA et al., 2011).

Lima et al. (2011) avaliaram a capacidade de sequestro de radicais livres das
antocianinas purificadas na acerola de diferentes gendtipos e observaram que todas
mostraram um forte potencial de atuacdo como antioxidante. Souza et al. (2011),
investigaram os efeitos da adicdo de polpa de manga e de acerola em biofilmes a base de
mandioca, na aplicacdo em 6leo de palma e identificaram resultados positivos no indice de
peroxido do dleo, porém observaram que o alto conteido de vitamina C da polpa de acerola
poderia atuar como pré-oxidante, deixando como sugestdo a utilizacdo de concentracfes

menores desse composto.

Caetano e colaboradores (2011) levando em consideracdo o valor dos residuos das
frutas de acerola, estudaram o efeito antioxidante que esses subprodutos poderiam apresentar
e a partir da retirada do extrato com diferentes solventes (acetona, metanol e etanol),
referenciaram um alto poder antioxidante em todos eles, embora o extrato metandlico e
etanolico tenham apresentado melhores resultados. Assim, ficando claro que os residuos

agroindustriais podem ser considerados boas fontes de antioxidantes naturais.
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Avalicéo da influéncia da concentracéo da quisotana e do antioxidante nas
propriedades dos filmes bioativos: Planejamento Experimental DCCR

Sydia Darcila Oliveira Machado, Cristana Maria Pedroso Yoshida, Enayde de Almeida
Melo, Andrelina Maria Pinheiro Santos

RESUMO

A mudanca do perfil do consumidor, quanto a seguranca alimentar e a preocupacdo com o
meio ambiente vém sendo determinante para o desenvolvimento de novos materiais de
embalagens e as embalagens ativas buscam atender essas novas tendéncias mercadologicas.
Assim, esse trabalho objetivou definir as concentracBes de quitosana e do extrato
hidroetandlico do residuo da acerola (EHRA) para obtengdo de filmes com flexibilidade e
rigidez diferenciadas, com retencdo de compostos fendlicos e com potencial antioxidante,
aplicando-se a técnica do planejamento experimental DCCR (Delineamento Central de
Composto Rotacional). Dezessete ensaios foram conduzidos, dentre os quais os Ensaio 3
(RCF= 4,4+0,08 mg/ge PA=25,2+0,11%); Ensaio 4 (RCF= 1,5+0,21mg/g e
PA=15,8+0,21%) e Ensaio 12 (RCF= 4,1+0,66mg/g e PA= 22,4+1,73%) apresentaram 0S
melhores resultados em relacdo a retencdo de fendlicos e o potencial antioxidante,
parametros considerados mais significativos para caracterizacdo dos filmes obtidos neste
trabalho. Desta forma, a técnica do planejamento experimental empregada neste estudo
possibilitou a obtencdo de filmes com propriedade antioxidante, possibilitando novas
formulacGes de embalagens com potenciais ativos, para poder fornecer maior protecéo e
garantir a qualidade e a seguranca dos alimentos, de modo a atender as expectativas de um
consumidor cada vez mais exigente.

Palavras-chaves: Residuo de acerola, atividade antioxidante, filme de quitosana
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ABSTRACT

The change in consumer profile, as food safety and concern for the environment have been
key to the development of new packaging materials and active packaging seek to meet these
new market trends. Within this context, this study aimed to determine the concentrations of
chitosan and hydroethanolic extract the residue of acerola (EHRA) to obtain films with
flexibility and differentiated rigidity, with retention of phenolic compounds and antioxidant
potential, applying the technique the CCRD experimental design (Compound Center
Delineation Rotational). Seventeen trials were conducted, among which the Trial 3 (RCF =
4.4 +0.08mg/gPA=252+0.11%); Test4 (RCF=1.5+0,21mg/ g PA = 15.8 + 0.21%)
and test 12 (RCF = 4.1 £ 0,66mg / g PA = 22.4 + 1.73%) showed the best results regarding
the retention of phenolic compounds and the antioxidant potential parameters considered
most important for characterization of the films obtained in this work. Thus, the technique
employed experimental design in this study made it possible to obtain films with antioxidant
properties, enabling new packaging formulations with potential assets, in order to provide
greater protection and ensure the quality and safety of food in order to meet the expectations
of an increasingly demanding consumer.

Keywords: Acerola residue, antioxidant activity, chitosan film

48



1. INTRODUCAO

O interesse de novos materiais biodegradaveis e embalagens ativas a ser usado pela
industria de alimentos vém crescendo nos ultimos anos com objetivo de obter materiais com
propriedades mecanicas e de barreira compativeis com a aplica¢do. A importancia e interesse
por esta linha de pesquisa decorrem das mudancas do perfil do consumidor nos ultimos
tempos, que buscam aumento da vida util dos produtos, seguranca, qualidade dos alimentos

e, reducdo no impacto ambiental provocado pelas embalagens tradicionais.

As embalagens ativas e biodegradaveis vém ganhando destaque por atender estes
requisitos, e neste segmento pode-se citar como material biodegradavel a quitosana, um
biopolimero obtido de fonte renovavel, podendo ser extraido do residuo da industria de
pescado (FERNANDEZ-SAIZ; OCIO; LAGARON, 2010; KURITA, 2006) como também
por via microbiana, como das paredes celulares dos fungos, das cuticulas de insetos (NGAH;
TEONGA; HANAFIAH, 2011; FERNANDEZ-SAIZ, OCIO, LAGARON, 2010),
leveduras, protozoarios e microalgas verdes (VAN DEN BROEK et al., 2015).

Embalagens poliméricas ou biopoliméricas ativas podem ser definidas como a
incorporacdo de componentes a matriz polimérica que interagem com a superficie do
alimento pela migracdo do composto ativo aprisionado na matriz biopolimérica (GOMEZ-
ESTACA et al., 2014). Esta liberacdo pode ser controlada e ocorrer de forma lenta,
garantindo maior seguranca e qualidade sem modificar o alimento (LOPEZ-DE-
DICASTILLO etal., 2012; DAINELLI et al., 2008).

Dentro deste contexto, diversos estudos vém sendo realizados com diferentes agentes
e biopolimeros, como o alginato com extrato de ginseng (NORAJIT, KIM, RYU, 2010), ou
com 6leo de orégano (BENAVIDES, VILLALOBOS-CARVAJAL, REYES, 2012), a
proteina de soja com 6leos essenciais de orégano e tomilho (EMIROGLU et al., 2010), a
quitosana com extrato de semente de uva e carvacrol (RUBILAR et al., 2013), a carragena
incorporada com 6leo essencial de seriguela (Satureja hortensis) (SHOJAEE-ALIABADI et
al., 2013), a gelatina incorporado com extrato de cha verde (WU et al., 2013), com extrato
etanolico de propolis (BODINI et al., 2013) ou com antioxidantes naturais oriundos de
extrato de cha verde, extrato de semente de uva, extrato de gengibre, extrato da folha do
gingko (LI etal., 2014), uma mistura de amaranto, amido e quitosana incorporados com 6leo
essencial de canela, erva cidreira e orégano (AVILA-SOSA et al., 2012), o amido de arroz
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com 6leo de coco e extrato de cha (Camellia Sinensis) (DAS, DUTTA e MAHANTA, 2013)
e oPHB (poli 3-hidroxibutirato) e PLA (poli-acido latico) como matrizes de suporte para o
carvacrol (ARMENTANO et al., 2015), entre outros.

O emprego das embalagens biopoliméricas ativas tem como uma das vantagens a
reducdode conservantes durante o processamento do produto, tornando-o mais atrativo para
0s consumidores. Sendo assim, a embalagem, a depender das caracteristicas do agente ativo
a ser incorporado, podera adquirir propriedades diferenciadas, como acao antioxidante, com
a utilizacdo de cha verde em filmes de quitosana (SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010) e em
filmes de gelatina (WU et al., 2013); antimicrobiana, com a adi¢do de nisina em filmes de
quitosana e poli (alcool vinilico) (WANG et al., 2015) e com Gleo essencial de alecrim e
nanoargila em igual matriz (ABDOLLAHI, REZAEI, FARZI et al., 2012); pigmentacao
diferenciada, com extrato de circuma em bases de gelatina (BITENCOURT et al., 2014) e
antocianinas na matriz de quitosana (YOSHIDA et al., 2014) e aromas, com incorporagao
de compostos aromaticos na matriz de alginato (HAMBLETON et al., 2009), tornando a

aplicacdo industrial de filmes biopoliméricos bastante diversificada.

Estes materiais podem, portanto, ser utilizados na industria de carnes, na fruticultura
e em alimentos processados visando reducdo da acdo oxidativa, antimicrobiana ou
incorporando aromas, sabor, ou ainda aumentar o valor nutricional do produto, como por
exemplos as embalagens comestiveis (BERENDSEN et al., 2014; MA et al., 2013;
YOSHIDA e ANTUNES, 2009; ZINOVIADOU, KOUTSOUMANIS e BILIADERIS,
2009).

No caso do antioxidante, os sintéticos vém sendo utilizados pelas industrias de
alimentos desde 0s anos 40, entretanto, assim como em outros Paises, no Brasil o0 seu uso é
controlado. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2011), por meio da
RDC N° 64, de 16 de setembro de 2008 estabelece como concentracdo méxima permitida
0,029. 100g-1 para butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), terc butil
hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG). Entéo, frente aos efeitos adversos a saude
atribuidos aos antioxidantes sintéticos em concentra¢des acima do limite maximo permitido
(LMP) pela legislacéo, énfase tem sido dada a busca por antioxidantes provenientes de fontes
naturais, que possam atuar sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, como alternativa
para prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e limitar o uso dos antioxidantes

sintéticos. Varios estudos vém sendo desenvolvidos e muitos estdo centralizados nos
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compostos fenolicos de residuos agroindustriais, fontes promissoras de antioxidante
naturais, a exemplo do residuo de acerola (CAETANO et al., 2011; CAETANO et al., 2009);
de umbu caja (SILVA et al., 2012); e de manga Tommy Atkins (ARAUJO et al., 2014), entre

outros.

Na elaboracdo de embalagens biopoliméricas ativas, considerando a especificidade
do biopolimero e dos compostos fendlicos extraidos de residuos agroindustriais, torna-se
importante a aplicacdo do planejamento fatorial. Esta ferramenta vem sendo muito usada
para definir as condi¢des de processo tendo em vista que permite observar, a0 mesmo tempo,
a influéncia de variaveis sobre uma resposta desejada, reduzindo o tempo e o nimero de
experimentos, com uma boa confiabilidade nos resultados (RODRIGUES e IEMMA, 2014).

Neste trabalho, objetivando a obtencdo de filmes de quitosana incorporado com o
extrato do residuo agroindustrial de acerola, aplicou-se a técnica do planejamento
experimental DCCR para definir a concentracao de quitosana e do antioxidante natural, em
relacdo ao potencial antioxidante. Os filmes obtidos foram avaliados quanto a capacidade de
retencdo do composto fendlico e do potencial antioxidantes, na perspectiva de aplica-los no
desenvolvimento de um novo material de embalagens para industria de alimentos
proporcionando a inibicdo da oxidacdo, e com acdo microbiana, de barreira a gases, de

barreira a luminosidade, entre outros.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

As matérias-primas utilizadas para a preparagdo dos filmes foram: quitosana de
peso molecular médio (SIGMA-ALDRICH chemistry), glicerol (NUCLEAR), e 0 extrato
obtido de residuos agroindustriais de acerola. O solvente utilizado foi a solugdo de acido
acético glacial (DINAMICA). Todas as matérias- primas sdo de grau alimenticio. O projeto
foi desenvolvido no laboratério do Departamento de Ciéncias Domésticas da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

2.2 Obtencao dos extratos

Os compostos fendlicos foram extraidos a partir da farinha, produzidas a partir de
residuos de sementes, resquicios de polpa e casca da acerola. Foram pesadas 20g da farinha,
para terem seus compostos extraidos em 200 mL de solucdo etandlica (60%), durante 30
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minutos em agitacdo (400rpm). Os extratos foram centrifugados e o volume final foi
rotoevaporizado para 50 ml, sendo em seguida armazenados a temperatura de -22°C para

analises e aplicacOes posteriores.
2.3 Planejamento Experimental e Andlise da Superficie de Resposta

Aplicacdo do Planejamento Experimental no processo para obtencdo de
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi aplicado com objetivo de definir
as concentragdes de quitosana e do extrato hidroetandlico de acerola de modo a propiciar a
formacéo de filmes com flexibilidade e rigidez diferenciadas, boa retencdo dos compostos
fenolicos, com potencial antioxidante, além de transparéncia e cor. O uso desta técnica do
planejamento experimental combinada com a analise da superficie de resposta permite
avaliar o comportamento das variaveis de forma global, obtendo resultados estatisticamente
significativos com modelos representativos do processo para a faixa estudada neste trabalho
(Tabela 01).

Os filmes obtidos segundo os planejamentos experimentais acima mencionados
foram submetidos as seguintes determinacgdes: teor de fendlicos totais (WETTASINGHE;
SHAHIDI, 1999) e capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH)
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Os resultados foram expressos, respectivamente, em mg
em equivalente de &cido galico por mL do extrato (mg EAG. mL-1) e em % de sequestro do
radical DPPH. Os filmes também foram submetidos a anélise instrumental da cor no sistema
CIE Lab.
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Tabela 1- Matriz do delineamento fatorial 22 - composto central rotacional (DCCR), niveis
codificados e decodificados das variaveis, para obtencao filmes de quitosana e antioxidante

obtido do extrato hidroetandlico de residuo acerola (EHRA).

Ensaio Quitosana Fendlicos Plastificante
(%) (mg/g) (ml)

01 -1 (0,68) -1(8,7) -1(0,2)
02 1(1,32) -1(8,7) -1(0,2)
03 -1(0,68) 1(34,8) -1(0,2)
04 1(1,32) 1(34,8) -1(0,2)
05 -1(0,68) -1(8,7) 1(0,4)
06 1(1,32) -1(8,7) 1(0,4)
07 -1 (0,68) 1(34,8) 1(0,4)
08 1(1,32) 1(34,8) 1(0,4)
09 -1,68 (0,5) 0(21,7) 0(0,3)
10 1,68 (2,0) 0(21,7) 0(0,3)
11 0 (1,0 -1,68 (0,0) 0(0,3)
12 0(1,0) 1,68 (43,5) 0(0,3)
13 0 (1,0 0(21,7) -1,68 (0,13)
14 0(1,0) 0(21,7) +1,68 (0,53)
15 0(1,0) 0(21,7) 0(0,3)
16 0 (1,0 0(21,7) 0(0,3)
17 0(1,0) 0(21,7) 0(0,3)

2.4 Preparacao dos filmes quitosana/extrato

Os filmes foram produzidos pela técnica de casting, onde a solugdo de quitosana
foi preparada solubilizando em solucdo aquosa de &cido acético glacial (0,5%, Vv/v).
Adicionou-se 0 extrato de acerola e glicerol (plastificante), em seguida, agitou-se
magneticamente por 60 minutos, a uma velocidade de 1000rpm e a temperatura ambiente
(23+3°C). O plastificante e o extrato de acerola foram adicionados nos ultimos 15 e 10
minutos, respectivamente. Setenta gramas da solugdo foram aplicados em placas de Petri
(150x15mm) e entdo foram submetidos & secagema 30+2°C em estufa com circulagio de ar
(MAO035- MARCONI) por 48 horas. Os filmes foram armazenados em dessecador, contendo

silica gel, para posterior analise.
2.5 Extracéo dos compostos presentes nos filmes

A extracdo dos compostos fenolicos presentes nos filmes foi feita segundo a
metodologia de Wang et al. (2013) com adaptacOes. Retirou-se amostras em 10 pontos
(1,2cm) de cada filme, conforme esquema apresentado na Fig 1. As amostras foram pesadas

e imersas em 10 mL de etanol, em seguida agitou-se (100 rpm) durante 30 minutos. Este
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extrato foi utilizado para quantificacdo de fenolicos totais e percentual de sequestro de
DPPH.

Figura 01- Esquema demonstrativo da selecdo das amostras para analise de fendlicos.

Os extratos obtidos foram submetidos a quantificacao dos fendlicos totais de acordo
com a metodologia proposta por Wettasinghe e Shahidi (1999) e curva padrdo de acido
galico (10 a 120ug/mL, com R?= 0,9997). Os resultados foram expressos em mg de fenolicos
totais em equivalente de &cido galico (EAG) por mL do extrato. A leitura foi realizada
sobabsorbancia de 725 nm em espectofotometro (Shimadzu UV-1650PC).  (Eq.1)

Para a determinacdo dos fenolicos presentes nos filmes, seguiu-se a Eq 1:

_CXV
M

T

Onde T € o conteldo total de fendlicos, em miligramas por grama de filme seco; C
é a concentracdo de acido galico estabelecida a partir da curva de calibragdo em miligrama
por mililitro; V é o volume de filme do extrato, em mililitro e M é o peso do filme seco, em

grama, conforme descrito por Moradi et al. (2012).
2.6 Determinacéo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos filmes de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazina (DPPH) foi avaliada segundo método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), com algumas modificacdes. A absorbancia de uma aliquota de 0,5ml da solucéo dos
compostos extraidos dos filmes, adicionados de 2,5 ml da solugéo de radical DPPH (6 x 10

> mol/L, ajustada para uma absorbancia entre 0,7 a 0,8), foi a 517 nm registrada, em
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espectrofotémetro (Shimadzu UV-1650PC). A absorbancia monitorada até a amostra atingir
o platé (30 minutos) e a capacidade antioxidante foi calculada utilizando a Eq. 2:

Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra

% de sequestro = x100 (Eq.2)

Absorbancia do controle

Onde a absorbancia do controle é referente a solugdo de DPPH sem a presenca do
extrato e a absorbancia da amostra é referente a absorbancia da reacéo da solucdo de DPPH

com o extrato.
2.7 Parametros de cor dos filmes

A analise instrumental da cor foi realizada por meio da colorimetria de triestimulos,
no sistema CIE Lab, utilizando um colorimetro CHROMA METER CR-400 (Konica
Minolta®, Japdo) no modo de refletancia, e o iluminante C. A cor, expressa no sistema CIE
Lab (L*a*b*), é especificada numericamente em um espaco tridimensional esférico,
definido por trés eixos perpendiculares: o eixo “L” (luminosidade) que varia do preto (0%)
ao branco (100%); o eixo “a”, do verde (-a) ao vermelho (+a) ¢ o eixo “b”, do azul (-b) ao
amarelo (+b). Para a determinacgéo dos parametros da cor, os filmes foram sobrepostos em
uma placa branca, as leituras de L*; a* e b* foram efetuadas em 5 (cinco) diferentes pontos

dos filmes, e os dados submetidos ao calculo da média aritmética.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A analise dos resultados foi focada para os filmes com boa retengdo de compostos
fenolicos, capacidade de sequestro do radical DPPH e concentracdo de quitosana adequada
para a formacéo do filme com boa flexibilidade.A analise dos dados permite evidenciar que
todas as condigdes testadas propiciaram a formacao de filmes, possiveis de serem retirados
do suporte plano. Entretanto, os filmes formulados com baixa concentragdo de quitosana
(0,5%, m/m), se caracterizaram por maior fragilidade ao manuseio. Os melhores resultados

relativos a retencao de fendlicos (RF) e a capacidade antioxidante (DPPH) foram obtidos
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nos ensaios 03 (RF=4,4+0,08mg/qg;

DPPH=25,2+0,11%), 04 (RF=4,1+0,66 mg/g;
DPPH=22,4+1,73%), 12 (RF=4,3+0,60 mg/g; DPPH=25,8+0,52%) (Tabela 2; Figura 2).

Tabela 2-Retencao de fenodlicos no filme, potencial de sequestro de DPPH, parametros de

cor (Luminosidade, cor a* e cor b*) os filmes de quitosana aditividade com antioxidantes

(extrato hidroetandlico do residuo de acerola - EHRA).

VARIAVEIS INDEPENDENTES RESPOSTA
Ensaio  Quitosana  Fenodlicos Plastificante  Retengdo  Sequestro Cor
(%) (mg/g) (ml) fendlicos  do radical
(RF) DPPH (%) L* a* b*
(mg/g)
01 0,68 8,7 0,2 1,940,14 12,7155 80,99 +1,11 -1,34 +0,11 21,77 £2,83
02 1,32 8,7 0,2 1,5+0,21 15,8+1,70 85,93+1,45 -2,35 +0,15 18,15 +2,10
03 0,68 34,8 0,2 4,4+0,08  25,2+0,11 70,96 +1,03 4,65+1,19 47,33 +2,35
04 1,32 34,8 0,2 4,1+0,66 22,4+1,73 76,35 £2,61 2,5+1,80 44,1 £3,60
05 0,68 8,7 0,4 0,7+0,05 13,8+0,30 85,72 0,59 -1,77 0,22 19,57 £1,44
06 1,32 8,7 0,4 0,8+0,12 14,7+0,65 81,73 £2,07 -1,65 0,18 22,2 £4,74
07 0,68 34,8 0,4 1,4+0,31 23,2£1,78 71,88 £3,78 4,07 £2,58 44,3 £5,61
08 1,32 34,8 0,4 2,5+0,26 14+0,58 73,05 £193 3,35+1,44 45,25 +2,36
09 0,5 21,7 0,3 2,4+0,26 19,1+1,35 67,5 +4,37 4,78 £1,82 38,53 £3,34
10 2,0 21,7 0,3 1,7+0,05 16,4+0,30 80,91 1,75 -1,35 10,44 30,96 £2,54
11 1,0 0,0 0,3 0,0+0,0 7,43+0,03 89,56 0,32 -1,59 0,19 7,2141,33
12 1,0 43,5 0,3 4,3+0,60  25,840,52 69,54 +2,48 5,52 £1,95 47,24 £3,38
13 1,0 21,7 0,13 2,0+0,21 19,1+2,79 79,24 £1,42 0,08 +0,82 35,99 +4,11
14 1,0 21,7 0,53 1,7+¢1,12 19,2+0,13 80,1 £2,54 -0,16 +1,62 34,9 £8,35
15 1,0 21,7 0,3 2,4+0,62 9,2+2,05 78,22 £2,85 -0,08 £1,19 34,19 £6,10
16 1,0 21,7 0,3 2,7¢0,18  11,5¢0,27 76,46 +0,98 0,58 0,46 38,65 +1,46
17 1,0 21,7 0,3 1,8+0,25 14,0+0,10 75,39 £1,49 1,45 +1,39 40,39 +4,67
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Figura 2-Retencdo dos fendlicos no filme, potencial antioxidante e parametros de cor dos
dezessete ensaios
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B Retengdo de Fendlicos no Filme

Embora o pardmetro cor ndo tenha sido considerado critico para definir as melhores
condigdes experimentais para obtencao dos filmes, uma vez que em funcéo da pigmentagéo
natural do extrato adicionado, a intensidade da cor variou de acordo com quantidade do
extrato adicionada e retida no filme, seus resultados foram explicitados. Em relacdo aos
valores dos parametros de cor a* e b* (cor vermelha e amarela, respectivamente), evidencia-
se que os filmes se apresentaram levemente vermelho com tendéncia para o amarelo. O
residuo de acerola apds a secagem em estufa apresentou uma cor marrom, e a coloracao do
extrato obtido foi marrom-amarelada (L*= 41,94+0,02, a*= 11,03+0,05, b*= 35,7+0,05).
Sendo assim, os filmes com maiores valores de a* e b* foram aqueles que apresentam maior
retencdo de fendlicos, consequentemente maior retencdo do extrato no filme (ensaios 3, 4 e
12).

Na Figura 03 pode-se observar a influéncia da concentragdo do extrato adicionado e
retido no gel de quitosana na cor dos filmes obtidos, justificando desta forma que o0s
parametros de cor ndo podem ser considerados uma varidvel critica para determinar as
melhores condi¢Oes para elaboragdo destes filmes. As diferentes intensidades de cores
observadas nesses filmes torna-se importante para a sua aplicacdo em embalagens para
alimentos que precisam ser protegidos da luz. Assim, esta embalagem elaborada com este

tipo de filme apresentaria tanto propriedade antioxidante como de barreira a luminosidade.

57



Figura 3- Filmes de quitosana com extrato antioxidante com diferentes graus de retencéo,
correspondendo aos ensaios: (A) Ensaio 01(RF=1,9+0,14 mg/g), (B) Ensaio 03 (RF=
4,4+0,08 mg/g), (C) Ensaio 04 (RF = 4,1+0,66 mg/g) e (D) Ensaio 12 (RF = 4,3+0,60 mg/g).

A B C D

A aplicacdo de um material como embalagem envolve a sua coloracdo, pois
dependendo do produto alimenticio, o consumidor tem preferéncia por materiais
transparentes. No entanto, nos alimento em que a embalagem visa reduzir a incidéncia de
reacOes de oxidacdo lipidica, a coloracdo do filme podera favorecer por agir como barreira
a luminosidade tendo em vista que a luz é um fator acelerador do processo de rancificagdo
(PERUMALLA e HETTIARACHCHY, 2011). Porém, a escolha do filme néo se restringe
apenas a sua coloragdo, mas também a combinagdo da cor com 0s outros parametros,

principalmente com a sua capacidade antioxidante.

Filmes aditivados com extratos vegetais geralmente tem a sua cor influenciada pelos
pigmentos contidos nos extratos; Bitencourt e colaboradores (2014) evidenciaram que em
filmes & base de gelatina adicionados com extrato etandlico de curcuma a capacidade
antioxidante foi proporcional com a quantidade do extrato adicionada. Além disso, os filmes
com maior concentragdo de extrato apresentaram menores valores de L* e maiores valores
de a* e b*, caracterizando uma coloracdo mais amarelada, compativel com a cor dos
pigmentos presentes na circuma. Wang et al. (2013) ao adicionar polifendis de cha em filmes
a base de quitosana, evidenciaram que as melhores propriedades antioxidantes foram
exibidas pelosfilmes com maior concentracdo do extrato, bem como maior quantidade de

fendlicos e alteracéo da cor, ou seja, menores valores de L* e maiores valores de a* e b*.

A ANOVA e a analise dos efeitos mostram que os resultados estdo bem explicados
pelo coeficiente de determinacdo e pelo F calculado, significativos para p<0,05 (Tabela 3 e
Figura 4), respectivamente. Para a capacidade de sequestro do radical DPPH, a concentragéo
de quitosana teve uma influéncia significativa, o que pode ser esperado, visto que esse
polimero apresenta atividade antioxidante (KHARE, BISWAS E SAHOO, 2014), o que
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também foi mostrado na figura 5B. Segundo Melo et al. (2008) e Andrade et al. (2015), para
classificar um extrato com forte capacidade de sequestro do radical DPPH, o valor deve ser
igual ou superior a 70%, portanto os filmes de quitosana contendo o extrato hidroetanolico

do residuo de acerola, apresentaram valores antioxidantes baixos (9,2 a 25,9%).

Esses baixos valores podem ser justificados pela forma utilizada para extragdo dos
fenolicos totais dos filmes, visto que as amostras foram retiradas de varios pontos ao longo
do filme que tinha geometria circular e somado a isso, considerando que na elaboracdo dos
filmes empregou-se a técnica casting é possivel que ndo tenha ocorrido uma boa dispersdo
do antioxidante natural pela matriz filmogénica de quitosana. Dessa forma, 0s compostos
fenolicos possivelmente ndo estariam distribuidos de forma homogénea em toda superficie

do filme.

Assim, considerando que o residuo de acerola tem forte potencial antioxidante
(CAETANO et al., 2011; CAETANO et al., 2009), optou-se pela modificacdo da forma de
extracdo dos compostos fenolicos dos filmes desenvolvidos nos ensaios seguintes (ndo
explicitados nesse trabalho). Vale ressaltar que ndo existe um procedimento padrdo para a
extracdo de fendlicos a partir de filmes. Norajit, Kim e Ryu (2010) para extrair 0s compostos
presentes nos filmes de alginato incorporados com extrato de ginseng, utilizaram amostras
de 0,2g que foram misturadas em 5mL de metanol sob agitacdo vigorosa por 3 horas.Apds
o0 procedimento, o sobrenadante foi analisado quanto a capacidade de sequestro. Enquanto
que Siripatrawan e Harte (2010) dissolveram 25mg de cada filme em 3mL de 4gua destilada
para posterior andlise, e Jouki et al. (2014) utilizaram 25mg de cada filme para dissolve-los

em 5mL de agua destilada.
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Tabela 3: ANOVA para a resposta retencdo de compostos fendlicos, capacidade de
sequestro do radical DPPH e parametros de cor (L* a* b*) de filmes de quitosana aditivado

com extrato hidroetandlico do residuo da acerola (EHRA)

Soma Grau de Média F-valor | R? R2justado | p-valor
Quadratica | Liberdade | Quadratica
Retencao de Fendlicos

Regressao 21,212 9 2,357 5,559 0,8773 0,7194 <0,05
Residuo 2 967 7 0,424
Total 24,179 16

DPPH
Regressao 427,101 9 47,456 9,895 0,9271 0,8334 <0,05
Residuo 33,573 7 4,796
Total 460,674 16

Luminosidade
Regressao 557,788 9 61,976 10,677 0,9321 0,8448 <0,05
Residuo 40,633 7 5,805
Total 598,421 16

Cor a*
Regressédo 103,786 9 11,532 9,405 0,9217 0,8213 <0,05
Residuo 8,808 7 1,258
Total 112,594 16

Cor b*
Regressédo 2282,443 9 253,605 50,843 0,9845 0,9645 <0,05
Residuo 34,915 7 4,988
Total 2247 528 16

F7; 10,005 = 3,14

Em relacdo ao plastificante, a analise de efeitos apresentada pelo diagrama de Pareto
(Figura 4) demonstra que o aumento da concentragéo do glicerol influenciou na retengéo de
fenolicos e na capacidade antioxidante dos filmes, o que pode ser explicado pela capacidade
que o plastificante tem de modificar a interagdo entre moléculas (CHIUMARELLI e
HUBINGER, 2014). Além disso, as anélises com as diversas concentragdes de plastificantes
demonstraram que os filmes obtidos foram satisfatoriamente manuseaveis (Figura 3A, B e
C e D). Sendo assim, pode-se fixar o plastificante na concentracdo minima de 0,2% (v/v).
Contrariamente, Razavi, Amni e Zahedi (2015) estudando as diferentes concentracdes dos

plastificantes, sorbitol e glicerol, em algumas caracteristicas dos filmes, descartaram a
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concentracdo de 0,2% (m/m) por consideréa-los frageis para serem submetidos aos testes,

entretanto isto ndo foi confirmado no presente estudo.

Figura 4- Diagrama de Pareto para (A) Retencédo de Fenolicos no Filme e (B) Capacidade

Antioxidante para filmes de quitosana/antioxidantes, p<0,05

farte(Q ,, - ;26

p=
Efeitos Estimados Padronizados (Valor Absoluto)

Efeitos Estimados Padronizades (Valor Absoluto)

As superficies de resposta para as varidveis de retencdo de fendlicos, potencial

antioxidante e parametros de cor dos filmes foram construidas e estdo apresentadas na Figura

5. Observa-se que para obter uma melhor retencdo dos compostos fenélicos no filme

necessita-se manter uma relacdo entre a concentracdo de quitosana (0,68% a 2,0%) e a

concentracdo do EHRA (8,7 mg/g a 34, 8 mg/g). O aumento da concentracao de quitosana e

EHRA acima da faixa indicada podera afetar a capacidade de retencdo do filme, pois deve

existir um limiar critico.
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Figura 05- Superficies de respostas para (A) retencdo de compostos fendlicos, (B)
Capacidade de sequestro do radical DPPH, (C) e pardmetros de cor: Luminosidade, (D) a*

e (E) b* em funcdo da concentracdo de quitosana e de compostos fendlicos do extrato
etandlico de acerola.
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Como o volume de glicerol adicionado foi satisfatério no desenvolvimento dos
filmes, e da mesma forma que a concentracao de quitosana e do extrato do residuo de acerola
apresentou significancia estatistica, novos ensaios foram conduzidos. Para estes, foi fixado
o plastificante na concentracdo de 0,2% e foram utilizadas as duas concentracdes de
quitosana (1,32% e 2,00%) que propiciaram a melhor retencdo do antioxidante (Figura5A e
5B). Quanto ao volume do extrato de residuo da acerola adicionado ao gel, foram utilizados
0,5 a 20 mL, correspondente a 5,7 mg/g a 233,5 mg/g de fendlicos.

Os dados relacionados a capacidade de retencdo dos compostos fenolicos e a
capacidade de sequestro do radical DPPH do filme estdo apresentados na Figura 06. A
analise dos dados revela gue adicionando os menores volumes do extrato (0,5a 1,0 mL) se
obtém os maiores percentuais de retencdo dos compostos fendlicos, independente da
concentragéo de quitosana. No entanto, ao adicionar maiores volumes do extrato (5 a 20 mL)
ocorre reducdo do percentual de retencdo, mas aumento da capacidade antioxidante,

atingindo valores mais elevados nos filmes com 1,32% de quitosana.

Figura 6-Analise da retencdo de fendlicos e da capacidade antioxidante dos filmes a base
de quitosana aditivados com extrato hidroetanolico do residuo da acerola
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Segundo Kanatt et al. (2012) o teor de fendlicos totais presentes nos filmes esta
diretamente relacionada a atividade antioxidante, e a temperatura de extracdo dos compostos

presentes nos filmes pode interferir na sua liberacdo. Esses autores mostraram que houve
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maior liberagdo dos fendlicos com a temperatura de extragdo a 37°C, quando comparada
com a de 28°C e 15°C. No entanto, os ensaios apresentados no presente trabalho tiveram a
extracdo dos seus compostos a uma temperatura de 23+3°C e a liberagdo dos fenolicos pode
ter sido influenciada por esse parametro, uma vez que a temperatura utilizada para a extracéo
pode ter sido suficiente para liberacdo dos fendlicos dos filmes que continham uma menor
concentracdo de extrato, mas néo ter sido adequada para liberacdo desses compostos nos
filmes que continham uma maior quantidade do extrato. Babbar et al. (2011) no seu estudo
com residuos de frutos também ndo encontraram relacdo entre a quantidade de fendlicos
presentes e a atividade antioxidante apresentada, corroborando com o0s resultados

apresentados.

4, CONCLUSOES

A aplicacdo da técnica do planejamento experimental DCCR na definicdo da
concentracdo de quitosana e do extrato hidroetandlico do residuo de acerola, como
antioxidante natural, possibilitou o desenvolvimento de filmes de quitosana com propriedade
antioxidante. A flexibilidade exibida pelos filmes foi dependente da relagdo entre a
concentracdo de quitosana e de EHRA. Todos os filmes apresentaram propriedade
antioxidante, entretanto novos estudos devem ser desenvolvidos com o proposito de otimizar
0 procedimento para a extracdo dos compostos fendlicos de filmes de quitosana aditivado

como o extrato hidroetanélico do residuo de acerola.
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Filme bioativo de quitosana aditivado com extrato do residuo agricola de acerola

como composto bioativo antioxidante

Sydia Darcila Oliveira Machado, Cristiana Maria Pedroso Yoshida, Enayde de Almeida

Melo, Andrelina Maria Pinheiro Santos

RESUMO

A conscientizacdo pela preservacdo do ambientee da saude tornaram os consumidores
mais exigentes, e as industrias alimenticias precisam atender essa demanda. Os materiais
de embalagens mais usados habitualmente ndo séo de facil biodegradacao podendo causar
um impacto negativo ao ambiente e a quitosana pela sua propriedade de formar filmes e
ser de facil biodegradabilidade, mostra ser adequada como matéria-prima de embalagens.
A incorporacdo de compostos antioxidantes no material de embalagem formam filmes
com capacidade de prevenir reacdes deteriorativas de oxidacdo em alimentos, evitando
efeitos prejudiciais a salde. O objetivo desse trabalho foi desenvolver um filme com
caracteristicas ativas, a partir de materiais biodegradaveis, quitosana e extrato de residuo
agroindustrial. Filmes com 1,32% de quitosana (m/v) incorporados com 20% (v/v) do
extrato antioxidante de residuo de acerola foram desenvolvidos e caracterizados. Os filmes
ativos de quitosana apresentaram aspecto visual homogéneo, barreira a luz, potencial
antioxidante estavel por um periodo de quinze dias, porém com estrutura fragil. Os filmes
ativos apresentaramcaracteristicas valiosas para a preservacdo dos alimentos, mas outros
estudos sdo necessarios para conhecer o comportamento deles quando aplicados ao

alimento.

Palavras-chave: Quitosana, embalagem ativa, composto bioativo antioxidante, residuos
agricolas de acerola
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ABSTRACT

The awareness to preserve the environment and health become the most demanding
consumers and food manufacturers need to meet this demand. The materials most used
packages are not usually easy biodegradation may cause a negative impact to the
environment and chitosan for its property of forming films and be ready biodegradability,
proves to be suitable as a raw material for packaging. The incorporation of antioxidants in
the packaging material with film-forming ability to prevent spoilage oxidation reactions
in foods, to avoid harmful effects to health. The aim of this study was to develop a film
with active features, from biodegradable materials, chitosan and agro-industrial residue
extract. Films with 1.32% chitosan (w / v) incorporated with 20% (v / v) of acerola residue
antioxidant extract were developed and characterized. The chitosan-active films had
homogeneous visual appearance, light barrier, stable antioxidant potential for a period of
fifteen days, but with fragile structure. Assets films presented valuable features for the
preservation of food, but further studies are required to know their behavior when applied
to food.

Keywords: Chitosan, active packaging, antioxidant bioactive compound, agricultural

waste acerola
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1. INTRODUCAO

Com o propésito de atender as tendéncias de mercado, pela demanda por alimentos
seguros, sustentaveis e com potenciais beneficios a salde, a elaboragdo de embalagens ativas
produzidas com matéria-prima biodegraddvel, mostra ser uma tecnologia bastante
promissora para industria de alimentos, para 0 meio ambiente e para o consumidor (JOUKI
etal., 2014; CRUZ-ROMERO et al., 2013; SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010).

Nas embalagens ativas um aditivo, que pode ser agentes naturais, agentes
antioxidantes ou antimicrobianos, ¢ incorporado diretamente as embalagens (GOMEZ-
ESTACA et al., 2014; LOPEZ DE DICASTILLO et al., 2012;) ou em materiais separados
sob a forma de saché, por exemplo (DAINELLI et al., 2008), atuando na liberacdo ou
absorcdo de substancias, podendo prolongar a vida de prateleira do alimento (GOMEZ-
ESTACA etal., 2014; LOPEZ DE DICASTILLO et al., 2012; DAINELLI et al., 2008). No
entanto, o0 impacto negativo causado pelos residuos de materiais ndo facilmente
biodegradaveis utilizados na fabricacdo de embalagens desperta o interesse na substituicdo
dessas matérias-primas (ELSABEE e ABDOU, 2013; SUNG et al.,, 2013; MARTINS,
CERQUEIRA e VICENTE, 2012). Dessa forma, vem aumentando 0 interesse no
desenvolvimento de embalagens que sejam produzidas com materiais facilmente
biodegradaveis e ndo-toxicos (DANG e YOKSAN, 2015; NORONHA et al.,, 2014,
ELSABEE e ABDOU, 2013; SUNG et al., 2013; SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010).

Pelas suas caracteristicas alguns polimeros naturais podem ser utilizados como
material de embalagem (LECETA et al., 2015; ELSABEE e ABDOU, 2013; SUNG et al.,
2013), assim comoa quitosana, que é um polissacarideo policatibnico, composto
estruturalmente por ligagdes p-(1-4)-2-acetamido-D-glicose e p-(1-4)-2-amino-D-glicose. E
originado a partir da desacetilacdo da quitina e pelo seu potencial de biodegradabilidade,
biocompatibilidade, ndo-toxicidade, vem sendo bastante promissor para industria de
alimentos e contribui com a preservacao da qualidade do alimento, atendendo as demais
exigéncias para uma embalagem (CRUZ-ROMERO et al., 2013; CASETTARI et al., 2012;
MARTINS, CERQUEIRA e VICENTE, 2012; SIRIPATRAWANe HARTE, 2010; DUTTA
et al., 2009).

Quanto aos compostos incorporados como agentes nas embalagens, atualmente
existe uma tendéncia de utilizacdo de antioxidantes naturais, visto que os sintéticos estdo

sendo preteridos devido a sua toxicidade e potencial carcinogénico, quando ingeridos em
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concentragdes elevadas (LI et al., 2014; WU et al., 2013; LOPEZ-DE-DICASTILLO et al.,
2012; SAMPAIO et al., 2012; SOUZA et al., 2011). Além de que 0s componentes naturais,
na sua grande maioria, oferecem beneficios multiplos a satide (LOPEZ-DE-DICASTILLO
et al., 2012), consequentemente, vem aumentando o interesse da industria de alimentos na
utilizacdo desses compostos provenientes de produtos naturais (SOUZA et al., 2011;
MEZADRI et al., 2008).Esses compostos podem ser facilmente obtidos a partir de frutas e
hortalicas e dos seus residuos (cascas e sementes), que representam em torno de 25 a 30%
dos vegetais (AYALA-ZAVALA et al.,, 2010), que geralmente sdo descartados ou
subutilizados (DA SILVA et al., 2014; MOO-HUCHIN et al., 2014; BABBAR et al., 2011).

Portanto, o aproveitamento desses subprodutos como matérias-primas para agentes
de embalagens, contribui para a recuperagdo de um produto que seria desperdicado,
conduzindo a industria a um agronegocio mais lucrativo, significando um impacto ambiental
positivo e uma maior rentabilidade econdmica (DA SILVA et al., 2014). Assim, esse estudo
objetivou desenvolver um filme biodegradavel a partir da quitosana, com propriedades ativas
antioxidantes obtidas a partir de subprodutos agricolas (residuo da acerola), levando em
consideracdo o uso da tecnologia para alcancar a eficiéncia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

As matérias-primas utilizadas para a preparacdo dos filmes foram: quitosana de
peso molecular médio (SIGMA-ALDRICH chemistry), glicerol (NUCLEAR), e o extrato
obtido a partir da farinha de residuo da acerola proveniente da industria agricola. O solvente

utilizado foi a solucio de &cido acético glacial (DINAMICA).

O projeto foi desenvolvido no laboratério do Departamento de Ciéncias Domésticas
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e dois testes (propriedades
mecéanicas e a Analise de infravermelho com transformada de Fourier) foram realizados no
laboratério de polimeros pertencente ao Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Pernambuco (DEQ/UFPE).

2.2 Obtencéo do extratohidroetanolico do residuo da acerola

Os compostos fenolicos foram extraidos da farinha produzida a partir de residuos
de sementes, resquicios de polpa e casca da acerola. Foram pesadas 20g da farinha, para
terem seus compostos extraidos em 200 ml de solugdo etandlica (60%), durante 30 minutos
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em agitacdo (400rpm). O extrato foi centrifugado e o volume final foi rotoevaporizado para
50 mL, sendo em seguida armazenados a temperatura de -22°C para analises e aplicacoes

posteriores.
2.3 Selecéo dos filmes

A partir de testes preliminares, realizados para andlise da atividade antioxidante,
foram conduzidos novos ensaios utilizandoduas concentracbes de quitosana (1,32% e
2,00%, m/v) e trés volumes do extrato (5%, 10% e 20%, v/v), 0 que totalizou seis tipos de

filmes e a partir desses foi indicado o que seria utilizado para os testes seguintes.
2.4 Preparagéo dos filmes

Os filmes foram produzidos pela técnica de casting, onde a solugdo de quitosana
foi preparada com solucéo aquosa de acido acético glacial (0,5%, v/v). A solucdo foi agitada
magneticamente, por 60 minutos, a uma velocidade de 1000rpm e a temperatura ambiente
(23+3°C). O plastificante e o extrato hidroetanolico do residuo da acerola foram adicionados
nos ultimos 15 e 10 minutos, respectivamente.A solucdo foi aplicada em suportes planos,
circulares (Placas de Petri, 150 x15mm)com massa fixa de 70£2g. E em seguida, procedeu-
se 0 processo de secagem a 30+2°C em estufa com circulagdo de ar (MAO035-
MARCONI)por 48 horas. Os filmes foram armazenados em dessecador, contendo silica gel,

por 30 dias para posterior analise.
2.5 Determinacéo da espessura, densidade e teor de umidade

A espessura do filme foi medida com a utilizacdo de um micrémetro manual
(Mitutoyo/micrometer- Japdo) com 0,001mm de precisdo. Foram realizadas cinco medigdes,
quadrante e ponto central e os valores médios foram utilizados para os célculos da opacidade
e densidade. A densidade foi determinada pelo peso da amostra e volume (produto da area e
espessura do filme). E o teor umidade foi determinada pela perda de peso das amostras,

acondicionadas em estufa a 105+3°C, durante 24 horas, sendo calculado pelaEq1.

X(%) _ massai—massafxloo (Eq. 1)

massai

74



Onde X é o teor de umidade dos filmes (%), mi é a massa incial do filme Umido, ms

¢ a massa final do filme seco.

2.6 Parametro de cor e opacidade dos filmes

A andlise instrumental da cor foi realizada por meio da colorimetria de triestimulos,
no sistema CIE Lab, utilizando um colorimetro CHROMA METER CR-400 (Konica
Minolta®, Japdo) no modo de refletancia, e o iluminante C. A cor, expressa no sistema CIE
Lab (L*a*b*), é especificada numericamente em um espaco tridimensional esférico,
definido por trés eixos perpendiculares: o eixo “L” (luminosidade) que varia do preto (0%)
ao branco (100%); o eixo “a”, do verde (-a) ao vermelho (+a) ¢ o eixo “b”, do azul (-b) ao
amarelo (+b). Para a determinacgdo dos parametros da cor, os filmes foram sobrepostos em
uma placa branca, as leituras de L*; a* e b* foram efetuadas em 5 (cinco) diferentes pontos

dos filmes, e os dados submetidos ao calculo da média aritmética.

A metodologia para determinar a opacidade dos filmes foi baseada em Siripatrawan
e Harte (2010). As amostras dos filmes (10,0 cm de comprimento x 1,5 cm de largura) foram
posicionados no local da cubeta de modo perpendicular ao feixe de luz. A leitura foi realizada
em triplicata, no comprimento de onda de 600nm em espectofotdmetro (Shimadzu UV-

1650PC) e a opacidade foi calculada conforme a Eq 2.

__ ABS600
T

0

(Eq.2)

Onde ABSeno é a absorcdo a 600 nm e T € a espessura do filme em mm.
2.7 Transmissao de luz

As propriedades de barreira de luz visiveis dos filmes foram medidos em
comprimentos de onda selecionados entre 200 e 800nm, utilizando-se o espectrofotometro
(Shimadzu UV-1650PC), de acordo com o procedimento referido por Fang et al. (2002). As
amostras dos filmes (10 cm de comprimento x 1,5 cm de largura) foram levados ao
equipamento e alocados no local da cubeta de modo perpendicular ao feixe de luz. A analise

de Transmissao de luz foi feita em triplicata.
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2.8 Andlise de infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)

As analises de espectroscopia no infravermelho (FTIR) foram realizadas no
espectrometro Bruker Tensor 27 equipado com o Platinum ATR (Reflexao total atenuada).
Para a medicdo, a sonda tocou diretamente a superficie das peliculas. Os espectros foram
obtidos numa faixa espectral de 4000 a 650cm™ com resolugéo de 4cm™, com sobreposi¢io

de 16 varreduras. Os dados foram analisados pelo software Opus.
2.9 Propriedades mecanicas

Para a determinacdo das propriedades mecanicas (resisténcia a tracdo e
porcentagem de alongamento na ruptura, adaptou-se a metodologia descrita ASTM D882-
10 (2010), sendo utilizado o equipamento LINHA DL-500 MF-MARCA:EMIC® No teste
de tracdo, os filmes foram dimensionados em corpos de prova com 7,5 cm de comprimento
e 2,5cm de largura. Estes corpos de prova foram fixados nas garras do equipamento com
distancia inicial entre elas de 30mm e a velocidade de tracdo de 0,5mm/s. A tensdo na ruptura
foi determinada pela relagdo entre forca e area da secdo transversal inicial do filme. Os

resultados foram analisados em triplicata.
2.10 Extragdo dos compostos presentes nos filmes

Essa etapa foi baseada na metodologia seguida por Wang et al. (2013), com algumas
adaptacdes. As amostras dos filmes (5g) foram solubilizadas em 25mL de solucéo etandlica
(60%) e colocados em agitacdo (Agitador magnético-TECNAL) na velocidade de 1000 rpm,
durante 1 minuto. O sobrenadante foi utilizado para determinacéo dos fendlicos totais e da
atividade antioxidante. O tempo de agitacdo foi definido a partir de testes preliminares com

diferentes intervalos de tempos (1, 2, 5, 7 e 10 minutos), sendo definido o de 1 minuto.
2.11 Determinacéo de fendlicos totais

Os fendlicos totais dos compostos extraidos dos filmes foram mensurados por
método espectrofotométrico com espectro de absorcao registrado no comprimento de onda
de 725nm em espectofotdmetro (Shimadzu UV-1650PC), utilizando o reagente Folin-
Ciocalteau (Merck), segundo metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999) e curva
padrdo de &cido galico (10 a 120pg/mL, com R? = 0,9997). Onde 0,5 mL do extrato foi
misturado com 8 mL de agua destilada e 0,5 ml do reagente, sendo a mistura incubada por 3
minutos antes da adicéo de 1,0 ml da solucdo saturada de carbonato de sodio. Apds 1 hora
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de repouso em ambiente escuro, foi realizada a leitura eos resultados foram expressos em
mg de fendlicos totais em equivalente de acido galico (EAG)/g do filme. Para a determinacéo

dos fendlicos presentes nos filmes, seguiu-se a Eq3:

CxV
T==; (Eq.3)

Onde T é o conteudo total de fendlicos, em miligramas por grama de filme seco; C
¢ a concentracdo de acido galicoestabelecida a partir da curva de calibracdo em miligrama
por mililitro; V é o volume de filme do extrato, em mililitro e M é o peso do filme seco, em

grama, conforme descrito por Moradi et al.(2012).

2.12 Determinagédo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos filmes de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazina (DPPH), foi avaliada segundo método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), com algumas adaptagdes. Uma aliquota de 0,5mL da solucéo extraida dos filmes,
adicionados de 2,5mL da solugdo de radical DPPH (6 x 10 mol/L), ajustada para uma
absorbancia entre 0,7 a 0,8, foi colocada na cubeta para o sequestro dos radicais. As
leiturasda absorbancia foram realizadas, até a solucéo ter sido estabilizada (30 minutos) em
espectrofotbmetro (Shimadzu UV-1650PC) a 517 nm, em triplicata. A capacidade

antioxidante foi calculada pela Eq. 4:

Absorbiancia do controle—Absorbancia da amostra
% de sequestro = x100 (Eq.4)

Absorbancia do controle

Onde a absorbancia do controle é referente a solugdo de DPPH sem a presenca do
extrato e a absorbancia da amostra € referente a absorbancia da reacdo da solugdo de DPPH

com o extrato.

Para a andlise da cinética foi seguido o mesmo procedimento descrito, sendo que
num intervalo de tempo de 48 a 72 h, num intervalo de tempo de 15 dias, onde os filmes

permaneceram armazenados a uma temperatura 26+2 °C de e umidade relativa de 37+3%.
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2.13 Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica 7.0. Valores foram
expressos em média + desvio padrdo. O teste t de Student e teste de Duncan foram aplicados

para comparacao das médias, diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Selecéo dos filmes

Os filmes de quitosana contendo o extrato antioxidante de acerola apresentaram
coloracdo vermelha, boa flexibilidade, sendo facil retirar do suporte plano, boa
manuseabilidade (Figura 1). Completa homogeneizacao do extrato hidroetanélico do residuo
da acerola (EHRA) na matriz filmogeénica de quitosana foi observada, resultando em filmes
sem particulas insolUveis e com boa distribuicdo do extrato (Figura 1b).

Figura 1-a) filme de quitosana (1,32%, m/v), b) filme de quitosana (1,32%, m/v)
incorporado por 20% (v/v) do extrato hidroetandélico do residuo da acerola.

O extrato EHRA utilizado como fonte de antioxidantes foi oriundo de subprodutos
da agroindustria, seguindo a proposta de desenvolver um material atrativo para industria

tanto pelo seu custo, como pelo seu beneficio.

No processo de escolha do material para uma embalagem ativa e com potencial
antioxidante, deve ser considerado a natureza do polimero e do composto utilizado como
antioxidante, pois é necessario que exista compatibilidade entre ambos, a fim de ser obtida
uma distribuicdo homogénea e para que os coeficientes de parti¢cdo do antioxidante, possam
favorecer a sua liberacdo para o alimento ou embalagem nas diferentes fases (GOMEZ-
ESTACA et al., 2014). Assim, tanto a combinacao, como a compatibilidade dos compostos
sdo importantes na determinacdo das propriedades mecanicas e de barreira do filme
desenvolvido (FALGUERA et al., 2011).
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Duas concentracdes de quitosana foram estudadas para a formacdo dos filmes
contendo 3 diferentes concentracdes de EHRA (5, 10 e 20%, v/v). A andlise da capacidade
antioxidante dos filmes foi expressa em percentual de capacidade de sequestro do radical

(método DPPH) incorporados com o residuo agroindustrial (Tabela 1).

Tabela 1-Atividade antioxidante dos filmes com diferentes concentracdes de

EHRA (extrato hidroetandlico de residuo de acerola) e de quitosana

% Sequestro DPPH

1 0,

Quitosana (%) £ oA 0% 5% 10% 20%
132 4 61+0519% 1572+0,84°A 2783%0,11°A 36,81+032°A
200 563+0,28%A 16114005~ 2242+0,05'8 33,93+0 4128

Os valores sdo apresentados como média e desvio padrdo. Médias na mesma linha seguidas por letras
minasculas diferentes, diferem entre si pelo teste de Duncan (p< 0,05). As médias na mesma coluna
seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste “t” de student(p<
0,05).

A maior capacidade antioxidante dos filmes ativos de quitosana, representada pelo
maior valor de percentual de capacidade de sequestro do radical (% sequestro DPPH) foi
para os filmes contendo 20% de EHRA incorporado em 1,32% de quitosana. Desta forma,
esta condicdo foi selecionada para dar continuidade ao estudo. Estes resultados foram
concordantes com o descrito por alguns autores (LIU et al., 2013; MORADI et al., 2012;
GOMEZ-ESTACA et al., 2009) que referiram que o grau da capacidade antioxidante
geralmente tem relagcdo direta com a quantidade de antioxidantes adicionada ao filme.
Apesar do potencial antioxidante prdprio da quitosana, em todos 0s ensaios houve uma
melhoria dessa propriedade, corroborando com os resultados encontrados por NORAJIT et
al. (2010), BITECOURT et al. (2014) e FERREIRA et al. (2014) que indicaram uma maior
capacidade de sequestro de radicais livres, quando os filmes, de diferentes matrizes, foram

aditivados com antioxidantes naturais, comparados a filmes sem esses agentes incorporados.
3.2 Caracterizacgao dos filmes ativos

Os filmes ativos de quitosana foram caracterizados quanto a espessura, densidade,
teor de umidade (Tabela 2). As espessura dos filmes contendo EHRA néo apresentaram
diferenca significativa quando comparado ao filme de quitosana pura, embora a quantidade

de solidos totais tenha sido maior no filme teste, sugerindo eficiéncia no controle desse
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parametro, na formacao do filme no suporte plano. Segundo Ravazi, Amini e Zahedi (2015)
0 tipo e a quantidade do plastificante também podem influenciar na espessura dos filmes
poliméricos, entretanto ndo foi o que aconteceu nesse trabalho. Os resultados sugerem que
0s compostos fenolicos podem ser distribuidos na matriz do filme sem alterar a espessura de

forma significativa.

Tabela 2- Espessura, densidade e umidade dos filmes a base de quitosana

Filmes EHRA Espessura Densidade Umidade
0 (mm) (g em?) (%)
Quitosana 0 0,07+0,012 1,26+0,21% 9,40+0,40P
Quitosana/EHRA 20 0,09+0,012 1,31+0,09? 12,40+0,112

Os valores sdo apresentados como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste “t” de student (p< 0,05).

Quanto a densidade, também ndo foi observada diferenca significativa entre 0s
filmes, porém o que contém EHRA apresentou-se um pouco mais denso. Siripatrawan e
Harte (2010) afirmaram que ocorrem ligagdes, pontes de hidrogénio e ligacfes covalentes,
entre 0os compostos fendlicos e a matriz de quitosana, consequentemente com novas
interacdes intermoleculares, resultam no aumento da densidade do filme. Corroborando com
os resultados Wang et al. (2013) que ndo encontraram alteragdes significativas desse

parametro.

Segundo Cerqueira et al. (2012), a determinacdo do teor de umidade dos filmes,
indica a quantidade de &gua que estd contida neles. Estando também relacionado com os
espacos vazios entre as moléculas da microestrutura do biofilme que podem ser preenchidos
por moléculas de dgua (RUBILAR et al., 2013; PEREDA et al., 2011). Cerqueira et al.
(2012) referem que a quantidade desse componente nos filmes é também dependente do
volume de glicerol presente, que devido a sua natureza hidrofilica retém a agua na matriz do
filme, aumentando a interacdo entre elas. O que pode explicar a baixa umidade dos filmes
desenvolvidos, visto que quando comparados a outros trabalhos (PENG e LI, 2014; WANG
et al., 2013), a quantidade de plastificante utilizada foi em torno de 50% menor, revelando

filmes mais secos.
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Ao comparar o filme de quitosana com o aditivado com EHRA evidencia-se
diferenga significativa entre os valores, observando maior umidade no filme contendo
EHRA, na ordem de 20%. Martins, Cerqueira e Vicente (2012) obtiveram resultados
contrarios com filmes de quitosana incorporados com tocoferol, reduzindo o teor de umidade
nos filmes sendo associado a natureza hidrofébica do componente adicionado. O estudo de
Peng e Li (2014) reafirmou a atuagdo dos componentes hidrofébicos no controle da umidade
do filme, quando trabalharam com d&leos essenciais (de limdo, tomilho e canela)
incorporados na matriz de quitosana, e identificaram um aumento da tortuosidade da
estrutura do polimero, que foi responsavel pelo distanciamento das moléculas de agua do

filme.

Os 6leos essenciais formam ligacdes covalentes com os grupos funcionais do
polimero, conduzindo a diminuicdo da disponibilidade de grupos hidroxilas e aminas,
limitando assim a interacdo com a agua por pontes de hidrogénio (OJAGH et al., 2010).
Assim, substratos com caracteristicas hidrofobicas quando incorporados a matriz dos
polimeros, tendem a interromper a ponte de hidrogénio do polimero com a molécula de agua,

aumentando essa propriedade de barreira.

Como o aditivo utilizado no presente trabalho (EHRA), consistia em um extrato
alcoolico do residuo da acerola, que tem caracteristicas hidrofilicas, houve um
comportamento diferente dessa propriedade, o que pode explicar o0 aumento da umidade
constatada. Esse indicio corrobora com os resultados encontrados por Rubilar et al. (2013),
que desenvolveram trés tipos de filmes a base de quitosana, mostrando um maior teor de
umidade (14,87%) no que apresentava carater hidrofilico (extrato de semente de uva). Além
disso, a quitosana apresenta natureza hidrofilica, e tem uma disponibilidade de grupos
hidrofilicos, que encontrando-se livres, permitem interaces das moléculas de agua com a
matriz (KHOSHGOZARAN-ABRAS et al., 2012).

3.3 Parametros de cor e opacidade

A cor de uma embalagem tem importancia para aceitacdo ou rejeicdo do produto
pelo consumidor (CHENG et al., 2015; OJAGH et al., 2010). Os valores dos parametros das
cores encontrados estdo de acordo com o aspecto vermelho dos filmes. Como observado na
Tabela 3. O decréscimo do valor do parametro L*, indica a influéncia do extrato no
escurecimento do filme. Ademais, com a incorporagdo do EHRA, houve aumento dos

valores de a* e b*, evidenciando uma tendéncia para o vermelho e amarelo, que condizem

81



com a coloragdo inicial do extrato que é proveniente de residuos de acerola. Todas alteracdes

apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

Sem a adi¢do do EHRA, o filme mostrou-se mais transparente e com uma tendéncia
maior para 0 amarelo, que é caracteristico de filmes de quitosana. Esses resultados
mostraram concordancia com estudos reportados na literatura baseados em filmes de
quitosana, como o de Siripatrawan e Harte, 2010; Khoshgozaran-Abras et al., 2012; Wang
et al., 2013, quando adicionaram, respectivamente, extrato do cha verde, gel de Aloe vera e

polifendis de cha aos filmes.

As alteracdes de cor observadas nesse trabalho podem ser justificadas pela presenca
dos compostos presentes no extrato do residuo de acerola, tais como as antocianinas e 0s
carotenoides. Segundo Lima et al. (2011), grande parte da coloracdo da acerola é devida a
presenca das antocianinas e Mezadri et al. (2008) referiram 17 pigmentos carotendides
presentes na acerola, representando entre 3,2 e 406,0 mg kg-* do fruto, sendo que o p-
caroteno representa a maior parcela (40-60%); como também a presenca dos flavondides,
onde os dois principais sdo as antocianinas (37,9-597,4mg kg-1) e os flavondis (70-185mg
kg-1) e também identificaram um flavonol (quercetina). Corroborando os resultados, Rubilar
e seus colaboradores (2013) com a adicdo de carvacrol e extrato de sementes de uva na
matriz de quitosana, justificaram a reducéo da transparéncia dos filmes pelos pigmentos pro-

antocianidinas dos compostos utilizados como aditivos.

Tabela 3-Efeito da adi¢do do extrato de residuo agroindustrial na Luminosidade (L*),
croma a*, croma b* e da opacidade (OP) nos filmes a base de quitosana

Concentracéao

Filmes EHRA L* a* b* OP
Quitosana 0% 00,23+1,242 1,22+0,02° 4,95+0,32P 3,44+0,12°
Quitosana/EHRA 20% 4393+2,92° 2593+1,722 36,158,012  7,85+0,412

Os valores sdo apresentados como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste “t” de student (p< 0,05).

82



A opacidade (OP) representa uma relagdo inversa com a transparéncia, e essa
propriedade pode atuar na prevencdo da deterioracdo dos alimentos provocada pela
exposicdo a luz e ultravioleta (UV) (MA et al.,, 2013). Observou-se uma diferenca
significativa entre os filmes com e sem EHRA. Apoés a incorporacdo do EHRA, o filme
apresentou uma maior opacidade, o que era esperado visto que a transparéncia reduziu com
a concentragdo de EHRA. O resultado corrobora com o encontrado por Wang e seus
colaboradores (2013), em filmes de quitosana incorporados com polifendis que mostraram-
se mais opacos quando comparados ao controle, e quanto maior a concentracdo do extrato,
maior foi a opacidade apresentada, da mesma forma que Siripatrawan e Harte (2010) que

incorporaram cha verde na matriz de quitosana.

Na analise da OP do filme de quitosana, obteve-se valores superiores quando
comparado a outros trabalhos. Segundo Santacruz e Castro (2015), estas variacfes podem
estar relacionadas com peso molecular da matriz, com o tempo de agitacdo utilizado para
preparacdo dos filmes. Podendo também ter interferéncia devido a diferenca entre as fontes
de quitosana e o seu método de obtencdo também pode ser um possivel interferente dessas
caracteristicas (WAHAB; ABDOU, 2010; ARANAZ et al., 2009).

3.4 Transmissao de luz

Embalagens destinadas a certos alimentos requerem uma boa propriedade de
barreira a luz, a fim de evitar a oxidacdo (LI et al., 2014), e poder estender a vida comercial
do produto. Isso porque a luz € um dos fatores externos que quando esta presente no processo
de perda de um atomo de hidrogénio (H2), contido num &cido graxo insaturado, reagindo
com o oxigénio (O2), pode conduzir ao inicio do mecanismo de oxidacao lipidica do alimento
(PERUMALLA e HETTIARACHCHY, 2011). Dai a importancia de uma boa protecdo a
esse fator externo que envolve reacdes dos radicais presentes no ar, com a incorporacao de
pigmentos ao filme que podem reduzir significativamente o efeito desse agente (DUTTA et
al., 2009).

Os resultados da transmissao da luz através dos filmes estdo apresentados na Tabela
4. Diferentes perfis de protecdo foram verificados tanto a luz UV (250-300nm) como a
visivel (350-700nm), revelando uma baixa transmisséo de luz pelo filme incorporado com o
EHRA, quando comparado ao controle, mostrando uma transmissao de, aproximadamente,
0,7% a 500nm, no filme sem o EHRA, era de, aproximadamente, 47%, sugerindo um
potencial de barreira & oxidacdo induzida pela luz UV. Esse resultado pode ser explicado
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pela presenca dos compostos fendlicos presente no filme aditivado com o EHRA, pois 0s
anéis benzenos da sua estrutura, contribuem com a modificacdo na transmisséo da luz
(BITENCOURT et al., 2014; LI et al., 2014; WANG et al., 2013) e também podem ter

sofrido a influéncia do peso molecular da matriz utilizada (LECETA et al., 2013).

Tabela 4-Interferéncia na transmissao da luz (%T) pela adi¢do do extrato hidroetandlico de

residuo de acerola (EHRA) nos filmes de quitosana.

EHRA Comprimento de onda (nm)
Filmes

(%) 200 350 400 500 600 700 800
) 0,02+ 28,31 36,63+ 46,82+ 51,21+ 54,3+ 62,82+
Quitosana 0

0,01* +4,92¢ 5,132 4,35% 3,828 3,522 4,322

0,00+ 0,00+ 0,061+ 0,70+ 1757+ 442+ 60,14+
0,00°  0,00° 0,00° 0,58° 381°  261° 1,532

Quitosana/ 20
EHRA

Os valores sdo apresentados como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais na mesma
coluna nédo diferem entre si pelo teste “t” de student (p< 0,05).

Comportamento similar foi observado por Martins, Cerqueira e Vicente (2012),
com a incorporagdo de a-tocoferol em filmes a base de quitosana, e em outros estudos com
outras matrizes, tais como o de Norajit, Kim e Ryu (2010), que trabalharam com matriz de
alginato incorporada com extrato de ginseng; os de Wu et al. (2013), Bitencourt et al. (2014)
e Li et al. (2014) que trabalharam com filmes de gelatina, incorporados com extrato de cha
verde, extrato etandlico de curcuma e compostos antioxidantes (extrato da semente de uva,
polifendis de uva, extrato de gengibre, extrato da folha de gingko e extrato de cha verde),

respectivamente.

Os resultados indicaram que embalagens aditivadas com o extrato de residuo de
acerola, o EHRA, podem auxiliar na reducdo da velocidade da oxidacdo estimulada pela
radiacdo da luz, em alimentos que contenha algum componente sensivel & esse fator, tanto
pela propriedade de barreira apresentada, como pelo grau de opacidade. Desta forma, podem
ser adequados para utilizar como embalagens de alimentos que contenham lipidios
insaturados em sua composicao (LI et al., 2014), antocianinas em sua estrutura (pigmento
facilmente degradado pela luz) (MERCALI et al., 2013), entre outros.
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3.5ATR-FTIR

A interacéo entre a quitosana e o EHRA foi caracterizada pela anélise qualitativa
FTIR, mostrada na Figura 3.Essa andlise foi realizada para uma melhor compreensdo dos
efeitos do EHRAna matriz polimérica, pois quando existe mistura fisica entre
componentespodem ocorrer modificacBes na estrutura quimica da matriz (WANG et al.,
2013). O FTIR é uma técnica bastante eficiente na deteccdo da estrutura das moléculas de
polissacarideos, proteinas, como também de misturas, quando ocorrem (STAROSZCZYK
etal., 2014).

Os picos que foram observados sdo caracteristicos de filmes a base de quitosana,
exibindo bandas correspondente ao estiramento da ligagdo O-H (3291,69 cm™) em que a
banda é ampla pela sobreposicao do N-H (FERREIRA et al., 2014; ESPINOSA-ANDREWS
et al., 2010). Outras bandas também foram observadas: (2874,33cm™) relacionada a ligag&o
assimétrica C-H (1648,45 cm™) atribuido ao estiramento da ligagdo C=0, (1563,74 cm™)
correspondente a flexdo da amida Il, relacionados as vibragdes do grupo acetamida (YAVUZ
et al., 2010; LIU et al., 2013; FERREIRA et al., 2014;STAROSZCZYK et al., 2014),
(1376,76cm™) relacionada comas vibragdes da estrutura pelo alongamento do grupo C-O,
(1154,81cm™) relacionada aoestiramento simétrico do grupo C-O-C, (1027,09cm™) que é
correspondente ao estiramento simétrico do grupo C-O, sdo caracteristicos da estrutura
polissacaridica do polimero (STAROSZCZYK et al., 2014; ESPINOSA-ANDREWS et al.,
2010; YAVUZ et al., 2010). A presenga dos grupos acetamidas indicam que a quitosana néo
foi desacetilada completamente (FERREIRA et al., 2014; STAROSZCZYK et al., 2014).

Quando o EHRAfoi incorporado a quitosana, algumas alteragdes forampercebidas,
Bitencourt et al.(2014) atribuiram o deslocamento das bandas a interagdo entre o polimero e
0s compostos fenolicos presentes, sendo que também pode ser uma das explicagdes para o
pesquisa atual; além de ter ocorrido uma evidente perturbagéo entre as bandas referentes a
amida I, a amida Il, a amida I, podendo sugerir uma interacdo entre o grupo NH> da
quitosana com 0 O-H do EHRA (PRADO et al., 2011), e aregido sacaridica, levando a uma
descontinuidade estrutural da molécula (STAROSZCZYK et al, 2014) com o
desaparecimento de algumas bandas e, consequentemente, modificando a matriz de

quitosana.

Quanto a presenca do grupo funcional OH, este pode estar relacionado a atividade
antioxidante da molécula (PERUMALLA e HETTIARACHCHY, 2011), que revelou

85



potencial de protecdo, pois Arora, Nair e Strasburg (1997), perceberam que a substituicdo
do grupo hidroxila dos flavonoides por outros grupos, reduzia a capacidade antioxidante dos
mesmos. Por fim, observando as duas estruturas percebe-se que ndo houve alteracfes

significativas diante as intera¢Ges quimicas que ocorreram.

Figura 2-ATR-FTIR espectro dequitosana/EHRA (A) e quitosana (B)
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3.6 Propriedades mecénicas

As propriedades mecéanicas estudadas foram tracdo na ruptura (Tr), elongagao (&r)
e médulo de Young (E) dos filmes com e sem adicdo do EHRA e estdo apresentadas na
Tabela 5. A presenca do EHRA na matriz filmogénica de quitosana reduziu
significativamente a resisténcia (menor Tr), a flexibilidade (menor €r) € a rigidez (menor E)
dos filmes de quitosana. Essas propriedades caracterizam o filme quanto ao poder de
sustentacdo da pelicula (Tr), a capacidade de estiramento antes de ser rompido (gr) € quanto
a elasticidade da pelicula (KHOSHGOZARAN-ABRAS et al., 2012).

As propriedades mecanicas do filme definem a capacidade de proteger a integridade
dos alimentos de danos fisicos (MARTINS, CERQUEIRA e VICENTE, 2012; RUBILAR
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etal., 2013). A quitosana, devido a sua carga positiva, apresenta uma versatilidade de ades&o
a superficies bioldgicas, sendo capaz de formar materiais estaveis (MORADI et al., 2012),
no entanto podem apresentar fragilidade tornando-se necessario a utilizacédo do plastificante,
para reduzir o atrito entre as cadeias do polimero e melhorar a flexibilidade da matriz
(LECETA et al., 2015; FERREIRA et al., 2014).

Os filmes desenvolvidos neste trabalho foram de facil retirada das placas, estavam
em condigdes de serem manuseados e analisados, no entanto, os filmes de quitosana
contendo 20% (v/v) de EHRA e glicerol 0,20% (v/v) apresentaram baixa tensdo de ruptura
e taxa de deformacdo. Esses resultados podem ser explicados pela quantidade de EHRA que
foi incorporada, visto que Khoshgozaran-Abras et al. (2012) prepararam filmes a base de
quitosana (2,00%, m/m) com diferentes concentragdes do gel de Aloe Vera e concluiram que
o valor de 20% (v/v) incorporados a matriz, representou uma quantidade critica, pois valores
acima repercutiram na reducdo dos parametros analisados (Tr, er, E). Entretanto, é
importante considerar que a escolha da concentracdo do extrato da atual pesquisa, foi

baseada na capacidade antioxidante apresentada e ndo nas caracteristicas mecanicas.

Tabela 5-Efeito da incorporacdo do extrato hidroetandlico de residuo da acerola (EHRA)
na tracdo na ruptura (TR), na elongacédo (gr) € no médulo de Young (E) dos filmes a base
de quitosana

Fil Concentracéao Tr €R E
1imes EHRA (%) (MPa) (%) (MPa)
Ouitosana 0 35,22+2,00° 39,61+0,64°  480,65+3,63°
Quitosana/antioxidante 20 20,54+1,07°  9,11+0,13°  44552+2,33"

Os valores séo apresentados como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais na
mesma coluna néo diferem entre si pelo teste “t” de student (p< 0,05).

No referente a Tr, valor similar foi encontrado por Martins, Cerqueira e Vicente
(2012), para filmes de quitosana (1,50%, m/v), enquanto que Rubilar et al. (2013)
encontraram valores superiores para filmes de igual matriz (2,00%, m/v). Em relagéo a
elongacdo, Rubilar et al. (2013) encontraram valores inferiores. Da mesma forma, Peng e Li
(2014) observaram que a adicdo de 6leos essenciais de tomilho, canela e liméo, reduziram
significativamente o alongamento dos filmes a base de quitosana (2,00%, m/v), enguanto
que a Tr ndo apresentou alteragdes significativas na maioria dos ensaios. Ademais, Sanchez-

Gonzélez et al. (2010), adicionando 6leo essencial de bergamota nos filmes a base de
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quitosana (1,00%, m/m), identificaram reducdo Tr, er €E, atribuindo esse resultado a
descontinuidade da matriz polimérica apds a incorporacdo do aditivo, conduzindo a uma

resposta mecanica mais fragil.

Todos os testes do atual trabalho, apresentaram diferenca significativa entre eles,
sendo gque de uma forma geral, os valores encontrados na literatura, sdo variaveis, podendo
estar relacionado com a composic¢do e quantidade do polimero, com o uso e concentragédo do
plastificante, com a mistura de componentes (PENG E LI, 2014; RUBILAR et al, 2013;
MARTINS, CERQUEIRA e VICENTE, 2012; OJAGH et al., 2010), com a preparacdo e
armazenamento do filme, além de que o teor de umidade também pode interferir nessas
caracteristicas, visto que a agua pode atuar como plastificante (RUBILAR et al., 2013;
OJAGH et al., 2010). Nesse sentido, as moléculas de 4gua atuam interagindo com 0s grupos
polares da quitosana atraves de pontes de hidrogénio, consequentemente suavizando sua
estrutura e aumentando a mobilidade molecular, assim a perda de umidade resulta num filme
com maior dureza e menor extensibilidade (LECETA et al., 2015). E como referido
anteriormente, os filmes do presente estudo se mostraram relativamente secos, o que pode

ajudar na compreenséo das particularidades apresentadas.

Razavi, Amini e Zahedi (2015) avaliando o efeito do glicerol nas propriedades
mecanicas dos filmes, preparados com goma de semente de salvia (1,50%, m/v), perceberam
gue quanto maior a quantidade incorporada do plastificante, menor foi a Tr € maior er. Como
os plastificantes reduzem a carga eletrostatica da estrutura dos polimeros, aumentando a
flexibilidade da cadeia, a resisténcia a fratura e a constante dielétrica, pode-se concluir que
também existe um limiar para o plastificante interferir nessas propriedades. Diante disso, a
guantidade de plastificante utilizada nesse trabalho, pode néo ter influenciado os resultados

apresentados.

Outras variaveis também podem influenciar as caracteristicas mecanicas, como
mostrado por Souza et al. (2010), que referiram que o grau de desacetilacdo e 0 peso
molecular da matriz podem contribuir com a alteracdo de valores dessas propriedades,

relacionando esse fato a cristalinidade dos filmes de quitosana.
3.7 Cinética da atividade antioxidante

A oxidacdo é uma das principais causas de deterioracdo dos alimentos
(SIRIPATRAWAN e NOIPHA, 2012; BABBAR et al.,, 2011; BREWER, 2011), por

88



issocresce 0 interesse no desenvolvimento deestratégias que previnam as interferéncias
dosfatores externos e que possam garantir a inocuidade do alimento eas embalagens com

propriedades ativas, parecem ser uma boa alternativa de protecao.

O objetivo principal deste trabalho foi formar um novo material biodegradavel com
propriedades antioxidantes, que pudessem retardar o processo de oxidacéo de alimentos com
propensao a este tipo de deterioracdo, como carnes, alimentos com alto teor lipidico e outros.
A avaliagéo da capacidade antioxidante foi realizada extraindo os compostos antioxidantes
que permaneceram no filme de quitosana apos seu preparo. Tomou-se este cuidado, para
garantir a caracterizacdo do material, uma vez que acredita-se que parte dos compostos

bioativos podem ser perdidos durante o processamento de obtencdo dos filmes.

Para analisar o comportamento da atividade antioxidante, foram desenvolvidos
ensaios preliminares, com o intuito de identificar o melhor tempo de agitagdo (magnética),
sob uma velocidade constante de 1000 rpm, para obtencéo dos compostos bioativos do filme
aditivado. Como os resultados, dentre os ensaios, nao apresentaram diferenca significativa,
foi priorizado a eficiéncia do processo, optando-se pelo tempo de 1 minuto que mostrou uma
maior capacidade de sequestro do radical DPPH (89%).

Figura 3- Atividade de sequestro dos radicais livres do extrato contendo compostos
bioativos antioxidantes retirados dos filmes a base de quitosana contendo EHRA.
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E importante ressaltar que um dos fatores que determinam a eficiéncia de um

processo é o tempo para ser concluido e, por levar em consideracdo esse parametro, nesse
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estudo pensou-se numa proposta de celeridade do processo de obtengdo dos compostos
presentes no filme. Encontrou-se na literatura estudos que extraiam os compostos dos filmes
mantendo as amostras do filme de quitosana imersas em agua destilada durante 24 horas
(WANG et al., 2013); enquanto que Norajit, Kim e Ryu (2010) submeteram amostras dos
filmes & vigorosa agitacdo por um periodo de trés horas. No entanto, quanto menor o tempo
destinado a extracdo, menor seria a exposicdo ao oxigénio, consequentemente maior a

preservacdo das propriedades do extrato.

Na andlise da acdo antioxidante durante quinze dias, foi verificado um bom
comportamento cinético, conforme mostra a Figura 4. Os resultados foram superiores aos
encontrados por Wang et al. (2013), que encontraram valores proximos de 60% nos filmes
de quitosana incorporados com 40% (v/v) de polifendis oriundos de cha, em trinta minutos
de estabilizacdo da reacdo, 0 mesmo utilizado na atual pesquisa. Os resultados também foram
superiores ao obtido por Ferreira et al. (2014) com um percentual de sequestro de,

aproximadamente 30% depois de 68 horas de reacéo.

Portanto, uma atividade de sequestro de DPPH em torno de 85% em 30 minutos de
reacdo, como o encontrado para os filmes de quitosana contendo EHRA foi indicativo de
uma acao antioxidante eficiente, sugerindo que o material desenvolvido pode ser um

adequado para protecdo de alimentos sensiveis ao oxigénio e a luz.

Estudos corroboraram com esse indicio, como o estudo de Siripatrawan e Noipha
(2012) que analisaram o efeito da aplicacdo de filmes da mesma matriz, incorporados com
extrato de cha verde em carnes de porco, que possuem em sua composi¢cdo uma quantidade
elevada de gorduras insaturadas, e observaram uma conservagao por um periodo de vinte
dias, quando comparadas a filmes apenas com o polimero e outro sem prote¢do alguma. Da
mesma forma, Cao et al. (2013) avaliaram o efeito da quitosana pura (0,5% e 1%) e com
extrato etanolico de cebola, alho e gengibre (mistura 1=1% Q + 10% do extrato e mistura 2=
0,5% Q + 5% do extrato) e do extrato puro na preservagdo de carnes de porco refrigeradas
(4°C) por um periodo de 12 dias. E mostraram que a quitosana pura teve atividade
antioxidante menor que a do extrato, que 0 extrato teve uma importante atuacdo no
retardamento da oxidacdo lipidica e que houve efeitos positivos na preservacao do produto
com as misturas, referindo um provavel efeito sinérgico entre o polimero e 0os compostos

bioativos resultando numa boa atuacao antioxidante.
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A capacidade antioxidante é definida como a capacidade em retardar, inibir ou
evitar a oxidagdo de materiais oxidaveis por eliminacdo dos radicais livres, diminuindo o
estresse oxidativo (DAI e RUSSELL, 2010). Assim, os antioxidantes tém um importante
papel na preservacdo dos alimentos, principalmente os naturais que além de protegerem o
produto, agrega valor a sua composi¢cdo melhorando e/ou mantendo sua funcionalidade,
tornando-se ainda mais relevante por se tratar de subprodutos da agroinddstria que sendo
desperdicados, poderiam gerar impacto negativo ao ambiente e a economia e ndo contribuiria

com a lucratividade industrial.

A quantificacdo de fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteau, define a
capacidade quimica de reducdo dos compostos presentes no extrato em relacdo ao acido
galico, dai ser expressos em equivalentes dessa substancia, porém ndo é uma medida
absoluta das quantidades de compostos fendlicos (PAZ et al., 2015). Esse método baseia-se
na reducdo de um complexo acido fosfotungstico e fosfomobilidco, por reacdo com os
compostos fendlicos resultando na coloragdo azul, que é devida a transferéncia de elétrons
em pH basico (WANG et al., 2013; SIRIPATRAWANe HARTE, 2010).

Os compostos fendlicos apresentam uma importante funcdo como antioxidante
natural, entretanto o contetdo desses substratos nos filmes dessa investigacao, foram baixos
(4,04mg/g de filme), entretanto os resultados referentes a atividade antioxidante foram
bastante satisfatorios. Essa atividade, geralmente é relacionada a esses compostos (PAZ et
al., 2015; BABBAR et al., 2011), no entanto o resultado do presente estudo ndo foi sugestivo
dessa relacdo. O que corrobora com o estudo de Babbar et al. (2011), que analisaram a
correlacdo entre o teor de compostos fendlicos com a atividade antioxidante de residuos de
seis tipos de frutas, ndo encontrando uma relacdo linear para nenhum deles, embora tenha
encontrado uma agdo antioxidante semelhante a agcdo do filme desse trabalho no extrato de
sementes de lichia (83%) e casca de “knnow” (80%), mostrando que ndo houve uma relagéo
direta entre compostos fendlicos e a capacidade antioxidante. E esses efeitos podem ser

resultantes de interagdes sinérgicas ou antagonicas entre os constituintes dos residuos.

Moradi et al. (2012) também encontraram baixos valores na quantificacdo de
fendlicos, incorporando extrato de Zataria multiflora em filmes a base de quitosana,
revelando uma baixa quantificacdo (5 a 6 mg de &cido galico/g filme) e sugeriram uma
interferéncia da hidrofobicidade do 6leo. Entretanto, os baixos valores de fendlicos no filme

estudado, pode ser atribuido a formacdo de cromogénios, pela reacdo do reagente Folin
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Ciocalteu com substancias ndo fenolicas que podem ser detectadas em espectofotometria,
sabendo que o teor final desses compostos presentes nos filmes, podem ser afetado pela
extensdo e método de secagem (MORADI et al., 2012; MAYACHIEW e DEVAHASTIN,
2010).

4. CONCLUSAO

Os filmes de quitosana contendo extrato hidroetandlico de residuo de acerola
(EHRA), como composto bioativo antioxidante, apresentaram coloracdo tendendo ao
vermelho, com caracteristicas de barreira a luz e de atividade antioxidante
(aproximadamente de 89%). Os filmes caracterizaram-se pelo facil manuseio e
desprendimento do suporte de secagem, embora as propriedades mecanicas tenham revelado
filmes com menos resisténcia e elasticidade quando comparado aos filmes de quitosana sem
adicdo de EHRA. Os filmes desenvolvidos apresentaram caracteristicas valoraveis para a
preservacao dos alimentos com potencial deterioracdo oxidativa, sendo viavel a producéo de
uma embalagem com extensao da vida de prateleira do produto alimenticio, podendo ampliar

a sua aplicabilidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de embalagens com potencial ativo, utilizando matérias-primas
de origem natural é uma linha de pesquisa bastante promissora para a industria de
alimentos.O presente trabalho foi conduzido com o intuito de produzir um material que possa
contribuir com a preservacdo do ambiente, com o aproveitamento de partes de alimentos que
sdo geralmente descartados, mas que tém valiosas funcionalidades, e com a preservacao da

qualidade dos alimentos.

A aplicacdo da técnica do planejamento experimental DCCR possibilitou o
desenvolvimento de dezessete ensaios, queforam retirados da superficie plana com
facilidade e foram simples de manusear, exceto o de menor concentracao, que apresentou
caracteristicas mais frageis. Todos apresentaram propriedade antioxidante, o que foi
importante para o direcionamento de novos ensaios a fim da obtenc¢éo de melhores respostas
quanto a propriedade antioxidante e retencao de fendlicos. Percebeu-se que a concentracdo
do plastificante ndo mostrou interferéncia nessas variaveis. Assim, novos ensaios foram
conduzidos, sendo que o filme com a concentracdo de quitosana de 1,32% (m/v) e 20 mL
(v/v) do extrato hidroetandlico do residuo da acerola, com plastificante fixado em 0,2%
(v/v), foi o que apresentou maior potencial antioxidante, e este foi conduzido a outras

analises.

Os filmes desenvolvidos para os testes de caracterizacdo apresentaram propriedade
de barreira a luz e uma forte atividade antioxidante (89%), mostrando ser viavel a sua
utilizacdo como embalagens com potencial ativo para protecdo dos alimentos. A partir dos
resultados obtidos também é possivel estimular outros estudos para ampliar ainda mais 0s
conhecimentos da matéria, seja para melhorar a resisténcia desses filmes, seja para

aprofundar-se na definicdo dos alimentos nos quais o material poderia ser aplicado.

Gracas a este estudo foi possivel observar que, apesar de uma baixa quantidade de
teor de fendlicos que foram quantificados nos filmes (4,04mg/g de filme), obteve-se uma
atividade antioxidante maior que 80% durante o periodo observado de quinze dias. Desta
maneira, ficou demonstrada a sua potencialidade na preservacédo da qualidade e seguranca
dos alimentos, sendo uma alternativa viavel para estender sua validade comercial, assim

como para auxiliar a diminuicdodo desperdicio dos mesmos.
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